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 1. PROTEÍNAS MORFOGENÉTICAS ÓSEAS 
 
 Las Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMP) forman un amplio grupo de factores 
de crecimiento secretados, altamente conservados, de los cuales se han identificado más 
de 20 miembros hasta la fecha, lo cual hace que constituyan el mayor subgrupo de 
proteínas dentro de la superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante Beta 
(TGF-)1. Descubiertas en 1.965 por Marshall Urist y, más tarde, identificadas por 
Wozney y colaboradores como factores de crecimiento y diferenciación de células 
osteogénicas2,3, estudios posteriores han llevado a que hoy sean consideradas 
polipéptidos multifuncionales con un rango de acción mucho más amplio. Además del 
papel esencial que esta familia de proteínas tiene durante el desarrollo embrionario, 
como se verá más adelante, las proteínas BMP siguen participando durante el estado 
adulto en la homeostasis de un gran número de órganos y tejidos4. 
 
 Como se ha comentado, la familia BMP forma parte de la superfamilia TGF-, 
la cual incluye a las proteínas TGF-, Activinas e Inhibinas, Nodal, Factores de 
Crecimiento y Diferenciación (GDF), Miostatina y la hormona anti-Mulleriana5,6. De 
las aproximadamente 20 proteínas que hasta la fecha han sido clasificadas como 
proteínas relacionadas con las BMPs, aquellas presentes en mamíferos pueden ser 
subdivididas a su vez en varios grupos basándose en sus estructuras y funciones (Tabla 
1): grupo BMP-2/4 (formado por BMP-2 y BMP-4); grupo BMP-3 (formado por BMP-
3 y BMP-3b); grupo BMP-5/6/7/8 (también llamado grupo de la proteína osteogénica-1, 
OP-1, está formado por BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8a y BMP-8b); grupo GDF-
5/6/7 (formado por CDMP-1/GDF-5/BMP-14, CDMP-2/GDF-6/BMP-13, CDMP-
3/GDF-7/BMP-12 y BMP-15); y grupo BMP-9/10 (formado por BMP-9 y BMP-10). 
Todos estos miembros de la familia BMP tienen perfiles de expresión espaciotemporal 
distintos y sus actividades biológicas varían entre unos y otros debido en parte a que su 
unión a los receptores de BMP presenta afinidades distintas5,7. 
 
 Los ligandos BMP son expresados como proteínas precursoras de gran tamaño 
(400-500 aminoácidos) constituidas por un péptido señal en la región N-terminal que se 
encarga de dirigir a la proteína hacia la vía secretora, un pro-dominio que asegura el 
correcto plegamiento de la proteína madura y el denominado péptido maduro que se 
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extiende hasta el final de la región C-terminal. Estas pro-proteínas forman dímeros, 
normalmente homodímeros, unidas gracias a un enlace disulfuro. No obstante, desde el 
aislamiento de un heterodímero formado por BMP-2 y BMP-7 en 1990, son varios los 
grupos que han observado y generado diferentes heterodímeros cuyo potencial para 
activar la vía de señalización BMP parece ser incluso mayor que el de sus homodímeros 
correspondientes8,9 (revisado en10). Las proteínas maduras dimerizadas sufren la 
proteólisis de su extremo C-terminal dentro de la red trans-Golgi antes de ser secretadas 
como moléculas activas1,11. 
 
Subgrupo BMP  Miembros (símbolo oficial)  Otros alias 
BMP‐2/4  BMP‐2  BDA‐2, BMP‐2A 
BMP‐4  BMP‐2B, BMP‐2B1, MCOPS6, 
OFC‐11, ZYME 
BMP‐3  BMP‐3  BMP‐3A 
GDF‐10  BMP‐3b 
BMP‐5/6/7/8  BMP‐5   
BMP‐6  VGR, VGR‐1 
  BMP‐7  OP‐1 
BMP‐8a   
BMP‐8b  OP‐2 
GDF‐5/6/7  GDF‐5  BDA‐1C, BMP‐14, CDMP‐1, 
LAP‐4, OS‐5, SYM‐1B, SYNS‐2 
GDF‐6  BMP13, CDMP2, KFM, KFS, 
KFS‐1, KFSL, LCA‐17, MCOP‐
4, MCOPCB6, SCDO4, SGM1 
GDF‐7  BMP‐12 
BMP‐15  GDF‐9B, ODG‐2, POF‐4 
BMP‐9/10  GDF‐2  BMP‐9 
BMP‐10   
 
 Tabla 1. Miembros de la familia BMP en mamíferos. 
 
 
 2. COMPONENTES DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP 
 
 Los miembros de la familia BMP señalizan a través de complejos receptores 
heterotetraméricos formados por dos tipos de receptores serín-treonín quinasa, llamados 
receptores tipo I y receptores tipo II (Figura 1). Estos complejos están formados, por lo 
tanto, por dos unidades de cada tipo de receptor. Aunque los ligandos BMP pueden 
unirse al receptor tipo I en ausencia del tipo II, ambos son imprescindibles para la 
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transducción de la señal. Una vez unido el ligando, el receptor tipo II, cuya actividad 
quinasa es constitutiva, transfosforila al receptor tipo I que es el encargado de transducir 
la señal intracelular específica. Los dos tipos de receptores comparten propiedades 
estructurales similares, estando formados por un dominio extracelular relativamente 
corto, un solo dominio transmembrana y una cola citoplásmica que contiene un dominio 
serín-treonín quinasa. Como veremos más adelante, los receptores de proteínas BMP 
son capaces de activar diferentes vías de señalización clásicamente divididas en dos 
categorías: canónica y no canónicas5. La vía canónica es probablemente la más 
estudiada y se produce a través de las proteínas Smad, las cuales serán descritas en más 
detalle posteriormente. Una vez activados por los receptores tipo II, los receptores tipo I 
fosforilan a las Smad reguladas por receptor de BMP (BR-Smad). Las BR-Smads 
activadas forman complejos heterodiméricos o heterotetraméricos con la Smad 
mediadora común (co-Smad) que son translocados al núcleo. Allí regulan la 
transcripción de genes diana a través de la interacción con diversos factores de 
transcripción, co-activadores y co-represores transcripcionales6,12. 
 
 Comenzando por los receptores tipo I, se han identificado en mamíferos 7 
receptores tipo I distintos para proteínas de la superfamilia TGF-, de los cuales tres 
han sido clásicamente identificados por su capacidad de activar a las proteínas BR-
Smad en respuesta a ligandos BMP: el receptor de Activina tipo IA (ActRIA/ALK-2), el 
receptor de BMP tipo IA (BMPRIA/ALK-3) y el receptor de BMP tipo IB 
(BMPRIB/ALK-6). Mientras que BMPRIA es expresado en varios tipos celulares, 
BMPRIB y ActRIA muestran un patrón de expresión mucho más restringido. Aunque la 
preferencia de los ligandos BMP por unirse a uno u otro complejo receptor puede verse 
afectada por los receptores tipo II, además de por otros factores, se ha demostrado que 
es el receptor tipo I el que va a condicionar en mayor medida qué ligando se unirá al 
complejo5. De esta forma, el grupo BMP-2/4 se une preferentemente a BMPRIA y 
BMPRIB, mientras que los miembros del grupo OP-1 se unen fuertemente a ALK-2 
pero débilmente a BMPRIB13. Por último, el grupo de GDF-5 se une únicamente a 
BMPRIB14, mientras que BMP-9 y BMP-10 al grupo de receptores tipo I ALK-1, 
compuesto por el propio ActRIA/ALK-2 y ActRLK1/ALK-115-17. Por otro lado, tres 
receptores de BMP tipo II con estructuras similares han sido identificados en 
mamíferos: BMPRII, ActRIIA y ActRIIB. La expresión de todos ellos se ha descrito en 
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varios tejidos y, a pesar de sus similitudes estructurales, solo BMPRII es específico de 
BMPs6.  
 
 
 
 Figura 1. Transducción de la señal BMP. La forma activa de los ligandos BMP se unen a los 
complejos receptores induciendo la fosforilación de los receptores tipo I a cargo de los receptores tipo II 
y activando la vía de señalización a través de dos tipos de rutas. La ruta canónica se produce a través de 
las proteínas Smad. Las BR-Smads (Smad-1/5/8) son fosforiladas por los receptores de BMP tipo I y una 
vez activas forman complejos con la co-Smad (Smad-4) que son translocados al núcleo donde, junto con 
proteínas accesorias, inducen o reprimen la transcripción de genes diana. Las proteínas I-Smad regulan 
negativamente esta vía de señalización por diferentes mecanismos. Alternativamente, las rutas no 
canónicas de señalización BMP comienzan con el reclutamiento de las proteínas de unión al complejo 
receptor BRAM1 o XIAP. Estas proteínas atraen a TAB1 que a su vez induce la activación de TAK1, 
proteína MAPKKK capaz de iniciar diferentes vías de señalización que incluyen a la p38 MAPK, JNK y 
ERK. Adicionalmente, TAK1 puede inducir la fosforilación de las BR-Smads activando la ruta canónica 
de señalización BMP. 
 
 En cuanto a la transducción de la señal BMP, la ruta canónica se produce a 
través de las proteínas Smad, que son mediadores comunes para el resto de 
componentes de la superfamilia TGF-12. Se han identificado ocho proteínas Smad en 
mamíferos que a su vez pueden clasificarse en tres subclases. El primer grupo lo forman 
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las Smads reguladas por receptor (R-Smads), de las cuales Smad-1, Smad-5 y Smad-8 
son las denominadas BR-Smads, mientras que Smad-2 y Smad-3 son activadas por los 
receptores de Activina y TGF- y denominadas por tanto AR-Smads. Las tres BR-
Smads presentan una gran semejanza estructural y ninguna diferencia funcional 
conocida hasta la fecha. La interacción de las R-Smads con el receptor tipo I se produce 
a través de una región altamente conservada en las BR-Smads (Smad-1/5/8) y en las 
AR-Smads (Smad-2/3), pero divergente entre ambos grupos18. Cuando el receptor tipo I 
se encuentra inactivo, las R-Smads se encuentran en una conformación autoinhibidora. 
Una vez fosforiladas, la conformación de las R-Smads se modifica permitiendo la 
formación del oligómero con la co-Smad. La proteína Smad-4 es el único componente 
del grupo de Smads mediadoras comunes o co-Smads en mamíferos y es compartida por 
ambas señales BMP y TGF-/activina. El tercer y último grupo de proteínas Smad lo 
forman las Smad inhibidoras o I-Smads que, como veremos más adelante, juegan un 
papel esencial en la regulación de la señalización BMP.  
 
 De entre los numerosos genes diana de la vía de señalización BMP, los genes ID 
(ID1-4) son inducidos en respuesta a BMP en un gran número de tipos celulares y son 
factores clave en la regulación de las respuestas biológicas inducidas por las proteínas 
BMP19,20. Los componentes de la familia de proteínas ID presentan actividades 
biológicas similares pero no idénticas y participan en una gran variedad de procesos 
actuando como inhibidores de la transcripción mediante el secuestro de los factores de 
transcripción bHLH, expresados de forma ubicua. Los factores de transcripción RUNX 
(RUNX1-3), implicados en la hematopoyesis y la osteogénesis entre otros procesos, 
también han sido intensamente estudiados por su papel como genes diana de la 
señalización BMP21. Es más, las proteínas RUNX pueden interaccionar directamente 
con las BR-Smads cooperando en la regulación de la transcripción de genes diana 
inducidos por BMP22. Adicionalmente, los propios componentes de la vía de 
señalización BMP son a su vez genes diana de esta vía. Más concretamente, se ha 
descrito la presencia de elementos de respuesta específica a BMP en las regiones 
promotoras de Smad6, smad7 y bambi23,24, lo que indica la existencia de mecanismos 
intrínsecos para la regulación de la señal inducida en respuesta a ligandos BMP. 
 
 Como se ha adelantado anteriormente, además de la vía canónica, varios trabajos 
han descrito la existencia de rutas no canónicas capaces de transducir la señal inducida 
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por ligandos BMP de forma Smad independiente (Figura 1). La proteína TAB1 es 
atraída a los complejos receptores de BMP activados gracias a la actuación de las 
proteínas BRAM1 y XIAP, capaces de interaccionar directamente con BMPRIA en 
respuesta a la estimulación con ligandos BMP25-27. TAB1 se une y activa a la quinasa 
TAK1, miembro de la familia de proteínas MAPKKK, que a su vez será la encargada de 
iniciar rutas de señalización a través de las proteínas MAPK p38, JNK y ERK, entre 
otras, y de activar en último término al factor de transcripción NF-B. Asimismo, 
también se ha descrito que las BR-Smads son susceptibles de ser fosforiladas por 
TAK1, de forma que el tándem TAB1/TAK1 puede ser necesario para mediar dicha 
fosforilación a cargo de BMPRIA, lo que hace evidente que ambas vías de señalización 
pueden estar íntimamente relacionadas28,29. Por otro lado, aunque el modo en que se 
inician otras vías de señalización no ha sido bien establecido, existen sólidos indicios de 
que las proteínas BMP también pueden transducir su señal a través de las proteínas 
PI3K/Akt , y las proteínas quinasas PKA y PKD30-32. 
 
 Dado que ambos tipos de rutas de señalización BMP pueden co-existir en un 
mismo tipo celular, varios laboratorios han tratado de identificar los mecanismos que 
regulan el tipo de vía que será activada. Uno de los mecanismos propuestos se basa en 
la capacidad de los ligandos BMP para inducir señales distintas en función de su 
diferente afinidad por complejos receptores de composición variable (Figura 2). De esta 
forma, un mismo ligando podrá unirse a diferentes complejos receptores, lo que 
condicionará qué ruta de señalización será activada33,34. En este sistema, la 
disponibilidad de los distintos ligandos y la batería de receptores y co-receptores que 
exprese la célula serían factores críticos para el tipo de respuesta generada. 
Adicionalmente, el laboratorio de la Dra. Knaus y otros laboratorios han aglutinado una 
serie de evidencias que revelan un mecanismo aparentemente sencillo para la 
determinación de la ruta de señalización que será activada (Figura 2). Los ligandos 
BMP pueden unirse a receptores heterotetraméricos presentes en la superficie celular, 
los cuales se denominan receptores preformados (RPF), o bien inducir la formación de 
heterotetrámeros a partir de homo o heterodímeros, los cuales se denominan complejos 
de señalización inducidos por BMP (CSIB). Según ha sido descrito, la activación de los 
CSIBs o los RPFs va a activar rutas de señalización distintas. Concretamente, la unión 
del ligando BMP a un RPF induce la endocitosis del complejo receptor vía clatrina e 
inicia la ruta canónica de señalización por activación de las BR-Smads. Por otro lado, la 
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transducción de la señal inducida por los CSIBs va a producirse a través de rutas 
alternativas, principalmente MAPK, y por medio de la endocitosis del complejo 
receptor vía caveolas35-37. 
 
 
 
 Figura 2. Vías endocíticas del complejo receptor de BMP. Señalización a través de complejos 
señalizadores inducidos por BMP (BISC): la unión del ligando BMP a su receptor tipo I de alta afinidad 
induce la oligomerización del complejo receptor, lo que resulta en la internalización dependiente de 
caveola del complejo y activación de rutas no canónicas (no-Smad) de señalización.  Señalización a 
través de complejos preformados (PFC): el ligando BMP es captados por los PFC constituidos por 
receptores tipo I y tipo II, lo que inicia la internalización dependiente de clatrina del complejo y 
promueve el mantenimiento de la señalización BMP a través de las proteínas Smad desde endosomas 
tempranos. 
 
 
 3. REGULACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN BMP 
 
 El papel esencial de las proteínas BMP durante el desarrollo embrionario ha 
conllevado sin duda la aparición de numerosos mecanismos dirigidos a controlar de 
forma muy precisa la acción de estos ligandos. A nivel extracelular, el control sobre la 
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unión de los ligandos BMP a sus receptores corre a cargo de antagonistas solubles 
(Figura 1)38-41. Los más de 15 antagonistas extracelulares de BMP conocidos hasta la 
fecha pueden ser subdivididos en tres grandes grupos: la familia Chordin/Noggin, 
Twisted gastrulation y la familia Dan/Cerberus. Se trata de factores solubles, 
normalmente secretados en forma de dímeros, que se caracterizan por su capacidad de 
unirse a las BMPs bloqueando su unión a los complejos receptores. Su afinidad por los 
ligandos BMP puede ser muy variable, dándole a este grupo de proteínas un carácter 
altamente promiscuo. Noggin es uno de los antagonistas de BMP más estudiados, 
posiblemente a causa de su alta afinidad por los ligandos BMP-2 y BMP-4, aunque baja 
por BMP-7, y su papel crucial en las primeras fases del desarrollo embrionario42. El 
estudio de Noggin como antagonista modelo ha permitido saber que estas moléculas 
ejercen su efecto inhibidor mediante la interacción con los mismos dominios del ligando 
BMP que reconoce el complejo receptor43. No obstante, Noggin también es capaz de 
inducir respuestas no antagónicas e incluso muy similares a las inducidas por los 
ligandos BMP44, lo cual, sin duda, complica este sistema. 
 
 A nivel de membrana celular, la interacción ligando-complejo receptor está 
sometida a un estrecho control por medio de la actuación de diferentes factores. Aunque 
los receptores tipo I y tipo II son suficientes para llevar a cabo la señal BMP, su 
actividad puede ser regulada positivamente por la acción de co-receptores. La familia de 
proteínas RGM, ancladas a glicosilfosfatidilinositol, que incluye a RGMa, RGMb 
(también llamada DRAGON) y RGMc (también llamada Hemojuvelina), son co-
receptores para BMP-2 y BMP-4 y amplifican la señal BMP mediante la interacción con 
los receptores tipo I y tipo II45. Por otro lado, también ha sido descrito que la proteína 
transmembrana Endoglina es capaz de unir los ligandos BMP-2 y BMP-7, entre otros 
miembros de la superfamilia TGF-, aumentando la respuesta inducida por éstos46. Más 
recientemente, se ha descrito que el receptor de TGF- tipo III o betaglicano puede 
actuar como co-receptor de múltiples ligandos BMP, incrementando la fosforilación de 
Smad-1 en respuesta a éstos47. 
 
 Además de los diferentes co-receptores para BMP que han sido identificados, 
también existen una serie de proteínas transmembrana implicadas en la regulación 
negativa de la señal BMP. BAMBI es un pseudorreceptor estructuralmente relacionado 
con los receptores tipo I pero que carece del dominio intracelular característico de estos 
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últimos. Su mecanismo de acción principal es el bloqueo de la unión entre los 
receptores tipo I y tipo II, modulando negativamente la respuesta a los diferentes 
miembros de la superfamilia TGF-48. Además de BAMBI, existen también otras 
proteínas de membrana con actividad tirosín quinasa capaces de interaccionar con los 
receptores de BMP regulando negativamente sus funciones. Dentro de este grupo de 
antagonistas de la señalización BMP se encuentran TrkC, un miembro de la familia de 
receptores de neutrofina Trk49 y Ror2, miembro de la familia de receptores ROR50. 
 
 La regulación de la señalización BMP continúa en el interior de la célula gracias 
en gran medida a la acción del tercer grupo de proteínas Smad, las I-Smads, compuestas 
por Smad-6 y Smad-7. Mientras que Smad-7 es capaz de inhibir ambas señales BMP y 
TGF-/Activina, Smad-6 afecta de forma más específica a la vía de señalización 
BMP51. Las I-Smads regulan negativamente la función de las R-Smads y la co-Smad 
por medio de tres mecanismos distintos (Figura 1): (1) uniéndose a los receptores tipo I 
e impidiendo la activación de las R-Smads a cargo de éstos52; (2) compitiendo con la 
co-Smad por formar oligómeros con las R-Smads53; y (3) a nivel nuclear, uniéndose al 
ADN en secuencias de respuesta a Smads e impidiendo, de esta forma, la formación de 
complejos ADN-Smad funcionales que son inducidos por la estimulación con ligandos 
BMP54. Alternativamente, las I-Smads pueden mediar la unión de la proteína Smurf1 a 
los receptores de BMP tipo I promoviendo la degradación del complejo receptor 
mediante poliubiquitinación53. Smurf1 y Smurf2 pertenecen al grupo de ligasas de 
ubiquitina E3 tipo EHCT y son consideradas elementos reguladores de la señalización 
BMP dada su capacidad para poliubiquitinar a Smad-1 y Smad-5 induciendo su 
degradación vía proteosoma de forma directa e independientemente al estado de 
activación de las BR-Smads55,56. 
 
 
 4. FUNCIÓN DE LAS BMPs 
 
 La capacidad para inducir la formación ectópica de hueso y cartílago que 
propició el descubrimiento de las proteínas BMP ha pasado a ser, con el paso de los 
años, la punta del iceberg de las múltiples funciones que pueden atribuirse a esta familia 
de morfógenos. Durante la embriogénesis de mamíferos, las proteínas BMP participan 
activamente en procesos esenciales que incluyen la determinación de la asimetría 
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derecha-izquierda, del patrón neuronal y esquelético, la formación de extremidades y la 
organogénesis. Así pues, defectos en la vía de señalización BMP afectan al desarrollo 
de dientes, riñón, piel, pelo, músculo, sistema neuronal y a la hematopoyesis57. De 
hecho, ratones que no expresan Bmp-2 y/o Bmp-4, al igual que los que no expresan los 
genes BmprIa y BmprII, mueren entre los días 6,5 y 9,5 postcoitum a causa de defectos 
en la gastrulación y formación del mesodermo58-60. 
 
 En conjunto, estos estudios demuestran que las proteínas BMP son esenciales 
para el correcto desarrollo y la homeostasis de un gran número de órganos y sistemas en 
la fase embrionaria y post-natal. Por lo tanto, no es ninguna sorpresa que un gran 
número de patologías de origen variable hayan sido asociadas a defectos en la vía de 
señalización BMP. Además de desórdenes que afectan al hueso, como la fibrodisplasia 
osificante progresiva61, y articulaciones, como la artritis reumatoide y osteoartritis62, 
también se ha descrito que las BMPs participan en enfermedades no relacionadas con el 
esqueleto que incluyen a la esclerosis múltiple63, inflamación de las vías respiratorias64 
y enfermedades vasculares65,66. Igualmente, los componentes de la familia de proteínas 
BMP han sido relacionados con la predisposición a determinados tipos de cáncer y su 
expresión aberrante se ha descrito en diversos tipos de tumores como es el caso de 
melanomas, cáncer gástrico, cáncer de células basales y de células renales y diferentes 
tipos de carcinomas que incluyen el de células escamosas en cuello y cabeza67. 
 
 Aparte del empleo de organismos mutantes, el estudio de las funciones de la vía 
BMP ha experimentado grandes avances gracias al empleo de pequeñas moléculas 
inhibidoras. La dorsomorfina (DM), definida como un inhibidor especifico de la vía 
canónica de señalización BMP que impide la fosforilación de Smad-1, -5 y -8 a cargo de 
los receptores para BMP tipo I ALK-2/ActRIA, ALK-3/BMPRIA y ALK-6/BMPRIB, 
fue descrita por primera vez en 2008 por Yu y colaboradores68. Su capacidad para 
bloquear la vía de señalización BMP ha llevado a la realización de un número 
considerable de trabajos usando este compuesto. Además de la DM, varios compuestos 
han visto la luz en los últimos años gracias al esfuerzo de los investigadores por buscar 
moléculas inhibidoras con mayor eficacia y especificidad. Entre estos compuestos 
podemos encontrar a LDN-19318969 y DMH170. 
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 4.1 Función de las proteínas BMP en el Sistema Inmunitario 
 
 La relación de las proteínas BMP con el sistema hematopoyético podría definirse 
como muy primitiva, siempre y cuando se hable de esta relación en términos 
ontogénicos71. Concretamente, BMP-4 ha sido descrito por su implicación en la 
diferenciación de células madre hematopoyéticas (HSC) durante el desarrollo 
embrionario humano72, así como en el mantenimiento de la multipotencia de los 
progenitores hematopoyéticos (Figura 3)73,74. Dado el importante papel que la vía de 
señalización BMP desempeña durante las fases más tempranas de la hematopoyesis, no 
es de extrañar que este grupo de proteínas siga actuando en fases más tardías de 
procesos de diferenciación e incluso, como veremos a continuación, en el estadio 
maduro de diferentes poblaciones de células sanguíneas (Figura 3). 
 
 4.1.1 Proteínas BMP y linfocitos T 
 Un considerable número de trabajos han establecido la función de las proteínas 
BMP durante la diferenciación de los precursores intratímicos hacia células T maduras. 
De forma resumida, BMP-2 y BMP-4 son producidos tanto por el estroma tímico como 
por los precursores intratímicos CD34+, que también expresan los receptores de BMP y 
las proteínas Smad. La activación de la vía de señalización BMP en los precursores 
intratímicos promueve su mantenimiento en un estadio inmaduro, mediante un 
incremento en la supervivencia y la disminución de la proliferación contrarrestando los 
efectos de IL-7. Asimismo, la vía BMP bloquea la diferenciación de estas células hacia 
células T afectando principalmente a la transición de timocitos CD4-CD8- dobles 
negativos a CD4+CD8+ dobles positivos75-80. 
 
 En lo que se refiere a las células T maduras, se ha descrito que los linfocitos T 
CD4+ de ganglio linfático de ratón incrementan la expresión de los receptores de BMP 
en respuesta a la estimulación vía TCR/CD2881, y que la adición de BMP-2 y BMP-4 
tiene efectos contrarios sobre la proliferación de estas células. En esta misma línea, se 
ha descrito que el primado de células T CD4+ de ratón en presencia de BMP-2 y BMP-4 
incrementa su respuesta proliferativa ante una segunda re-estimulación82, y que el 
ligando BMP-6 afecta negativamente a la proliferación basal de la línea celular Jurkat 
T83. Otros trabajos se han centrado en analizar el posible papel de los ligandos BMP en 
la regulación de las funciones efectoras de los linfocitos T. Por un lado, BMP-4 parece 
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incrementar la producción de IFN por células T CD8+ durante la presentación 
antigénica84, y, por otro lado, se ha descrito que los ligandos BMP-2 y BMP-4 pueden 
actuar de forma sinergística junto con TGF-1 en la diferenciación de los linfocitos T 
reguladores82. Más recientemente, se ha descrito que la inhibición de la vía canónica de 
señalización BMP durante la activación vía TCR/CD28 de los linfocitos T CD4+ de 
ratón reduce su respuesta proliferativa. En este trabajo pudo observarse igualmente que 
la inhibición de la vía BMP durante el proceso de activación también afecta 
negativamente a la producción de IL-2 y expresión de CD25 y a la diferenciación de las 
células T hacia Th17 y Treg sin afectar significativamente a la generación de células 
Th1 y Th285. 
 
 4.1.2 Proteínas BMP y linfocitos B 
 Siguiendo con el linaje linfoide, la familia de proteínas BMP también ha sido 
implicada en la diferenciación de los linfocitos B de forma diferencial según el ligando 
estudiado. Mientras que BMP-4 parece promover la generación de células B, BMP-6 la 
estaría inhibiendo, siendo ambos resultados derivados de estudios in vitro 86,87. En el 
estadio maduro, la presencia de BMP-6 durante la activación de células B tanto vírgenes 
como de memoria inhibe su proliferación y diferenciación hacia células plasmáticas 
productoras de IgM 88,89. También se ha descrito que estas células expresan BMP6 a 
consecuencia de su activación, por lo que la estimulación autocrina/paracrina de la vía 
de señalización BMP podría actuar como un elemento regulador de la activación de los 
linfocitos B. Sin embargo, un trabajo posterior muestra cómo linfocitos B deficientes 
para Twisted Gastrulation, antagonista soluble de BMP, desarrollan una respuesta híper-
proliferativa e hipo-apoptótica al ser estimulados vía TLR-4 o BCR 90, lo que sugiere 
que otros factores podrían estar condicionando la respuesta de los linfocitos B a la 
estimulación con ligandos BMP.  
 
 4.1.3 Proteínas BMP y células NK 
 Las células NK son sin duda uno de los tipos celulares del sistema inmunitario 
cuya relación con las proteínas BMP ha sido menos explorada. En 2012, nuestro 
laboratorio publicó un trabajo que demostraba que la expresión del receptor BMPRIA 
en precursores intratímicos CD34+CD1a- es un marcador de compromiso con el linaje 
NK91. Estos precursores diferencian mayoritariamente a células NK CD56+ funcionales 
al ser cultivadas tanto con células estromales tímicas en cultivos quiméricos humano-
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ratón como en cultivos en suspensión en presencia de SCF e IL-15. En ambos sistemas, 
la vía de señalización BMP se activa de forma autocrina/paracrina en las células en 
diferenciación, siendo necesaria para la regulación de la expresión de factores de 
transcripción relacionados con linaje NK y de CD122, componente del receptor de IL-
15. Al igual que sucede en otros tipos celulares, el papel de las BMPs no se restringe al 
proceso de diferenciación de las células NK. Las proteínas BMP también participarían 
como mediadoras en la adquisición de las características efectoras de las células NK 
intratímicas91 y datos de nuestro grupo indican que también de las presentes en sangre 
periférica. 
 
 4.1.4 Proteínas BMP y monocitos 
 La expresión de los componentes de la vía de señalización BMP en monocitos o 
líneas celulares monocíticas ha sido descrita en varias ocasiones33,92-94. Sin embargo, el 
papel de las proteínas BMP en diferentes aspectos de la biología de estas células difiere 
de forma considerable en función del ligando estudiado y el efecto analizado. Así, se ha 
descrito que BMP-9 promueve la diferenciación de los monocitos hacia osteoclastos, 
mientras que BMP-7 muestra un efecto inhibidor sobre este proceso95,96. En cuanto a 
aspectos funcionales de los monocitos, un primer trabajo demostró la capacidad de 
BMP-4 y BMP-3 para atraer a monocitos BMPRIA+ desde el torrente sanguíneo hacia 
lugares donde se ha realizado un implante subcutáneo de matriz ósea92. El efecto 
quimiotáctico de las BMPs sobre los monocitos, en este caso la línea monocítica THP-1, 
fue extendido al ligando BMP-7 en un posterior trabajo33. Usando esa misma línea 
celular, otros autores han descrito recientemente que su tratamiento con BMP-7 
promueve la aparición de células con características inmunosupresoras, lo que sugiere 
que BMP-7 podría inducir la diferenciación de monocitos hacia macrófagos tipo M294. 
 
 4.1.5 Proteínas BMP y macrófagos 
 Continuando con células fagocíticas, se ha descrito que los macrófagos expresan 
los receptores BMPRII, ActRIIA, ActRIIB, ALK-2 y ALK-3 en reposo, aunque son 
BMPRII y ALK-2 los principales implicados en otorgar a estas células la capacidad 
para responder a ligandos BMP93. Asimismo, los macrófagos son capaces de producir 
ligandos BMP en respuesta a diferentes estímulos97,98. En relación a su función, BMP-2 
y BMP-4 han sido implicados en el control de la expresión del regulador de absorción 
de hierro y péptido antimicrobiano hepcidina99. Las proteínas BMP también regulan la 
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producción de citoquinas por parte de los macrófagos, ya que BMP-4 parece tener un 
efecto negativo sobre la producción de IL-6 sin afectar a la de IL-1 y TNF100, 
mientras que BMP-6 induce la expresión de IL-1, IL-6, TNF e iNOS en líneas 
celulares de macrófagos al igual que en cultivos primarios de macrófagos peritoneales 
de ratón93,101-103.  
 
 4.1.6 Proteínas BMP y células dendríticas (DCs) 
 Hasta la publicación del estudio llevado a cabo por nuestro laboratorio cuyos 
resultados forman parte del presente trabajo104, muy poco se conocía de la función de 
las proteínas BMP en la biología de las DCs. Básicamente dos son los trabajos 
publicados previamente a nuestro estudio. Uno de ellos muestra que la presencia de 
BMP-4 durante la activación inducida por LPS de las DCs derivadas de medula ósea de 
ratón afecta negativamente al incremento en la expresión de CD80, CD86 y MHC-II. 
Este efecto estaría mediado a través de p38 MAPK y de Erk1/2, y de forma 
independiente a Smad-1/5/8105. El segundo trabajo muestra la expresión de diferentes 
componentes de la vía de señalización BMP en las DCs derivadas de monocitos 
(MoDCs) de individuos sanos y de pacientes afectados de anemia de células falciformes 
con complicaciones ortopédicas 106.  
 
 
 5. CÉLULAS DENDRITICAS (DCs) 
 
 Desde su descubrimiento hace ya casi 40 años a cargo de los Drs. Ralph 
Steinman y Zanvil Cohn107,108, el papel central de las DCs en la respuesta adaptativa a 
antígenos extraños y en la inducción de tolerancia a antígenos propios e inocuos es un 
hecho indiscutible y ampliamente probado. Las DCs pueden ser definidas como células 
centinela del sistema inmunitario cuyo principal objetivo es el de inspeccionar los 
diferentes tejidos del organismo e instruir al sistema inmunitario adaptativo en la 
respuesta frente antígenos periféricos109. Dos grandes subpoblaciones de DCs pueden 
ser definidas en base a su desarrollo ontogénico y funcionalidad110: las DCs 
plasmacitoides (pDCs) y las DCs convencionales o clásicas (cDCs). 
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 5.1 DCs plasmacitoides 
 
 Inicialmente caracterizadas como una población leucocitaria con funciones 
especiales111,112, las pDCs no fueron definidas como una población de DCs hasta la 
aparición de los trabajos de Siegal y col.113 y Cella y col.114 y gracias, en gran medida, a 
la capacidad de estas células para producir grandes cantidades de IFN tipo I en respuesta 
a la mayoría de los virus. En estado inmaduro o de reposo, las pDCs se caracterizan por 
una baja expresión de MHC-II, de moléculas co-estimuladoras y de la integrina CD11c. 
Más recientemente, las pDCs humanas han sido definidas según la expresión diferencial 
de una serie de marcadores de superficie como células Lin-MHC-II+CD303(BDCA-
2)+CD304(BDCA-4)+ (115; revisado en116). Las pDCs comparten origen con las cDCs, 
también se acumulan en sangre y tejidos periféricos e igualmente son capaces de 
presentar antígenos a células T una vez activadas. Sin embargo, tienen un ciclo vital 
distinto al de las cDCs y el repertorio de PRRs que expresan es más limitado e incluye a 
TLR-7 y TLR-9. Aunque clásicamente se ha asumido que las pDCs no están 
capacitadas para realizar presentación antigénica cruzada, existen trabajos que muestran 
su participación ya sea directa117 o indirectamente118 en el primado de células T CD8+ 
frente a antígenos fagocitados. 
 
 5.2 DCs convencionales 
 
 Las cDCs son un subtipo de DCs presentes en tejidos linfoides y no linfoides, 
incluyendo la sangre. Se caracterizan por tener una capacidad superior para primar a las 
células T vírgenes frente a antígenos presentes en el microambiente o asociados a 
células y por ser las principales células productoras de IL-12 . Presentan una serie de 
propiedades responsables de las funciones que llevan a cabo: 
 1.- Su amplia distribución en los tejidos no linfoides y su localización en la zona 
marginal del bazo y diferentes áreas de los ganglios linfáticos les confiere una ventaja 
excepcional en cuanto al acceso a antígenos tisulares y sanguíneos119,120. 
 2.- Poseen una maquinaria prodigiosa para el procesamiento y la presentación de 
antígenos121 que además contribuye a la extraordinaria capacidad de algunas 
subpoblaciones de realizar presentación cruzada vía MHC-I de antígenos 
endocitados122. 
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 3.- Una vez cargadas con los antígenos capturados, son capaces de migrar a las 
zonas T de los órganos linfoides ya sea en estado normal o inflamado123,124. 
 4.- El proceso migratorio conlleva normalmente un cambio dramático en las 
características fenotípicas y efectoras de las DCs125,126. Este fenómeno se conoce como 
maduración y, como se ha dicho anteriormente, dota a las DCs de una habilidad 
superior para primar células T vírgenes. 
 
 La definición fenotípica de las cDCs y de sus subpoblaciones está en constante 
evolución gracias al acceso de los investigadores a técnicas cada vez más sofisticadas. 
En el caso humano, las cDCs presentes en sangre son definidas de forma general como 
células Lin-MHC-II+CD11c+ y pueden ser a su vez subdivididas en dos poblaciones127: 
CD1c (BDCA-1)+, que son las mayoritarias; y CD141 (BDCA-3)+, en una proporción 
menor. No obstante, se ha descrito que estas poblaciones y otras funcionalmente 
relacionadas pueden ser encontradas tanto en tejidos linfoides como no linfoides, 
aunque con diferente caracterización fenotípica128-130.  
 
  
 6. FUNCIONALIDAD DE LAS DCs 
 
 Como ya se ha comentado, la capacidad de las DCs para generar una respuesta 
inmunitaria adaptativa va a depender principalmente de su habilidad para primar y 
activar a las células T vírgenes. Los antígenos han de ser procesados por las DCs en 
péptidos de menor tamaño y presentados a células T gracias a la formación de la 
sinapsis inmunológica entre ambos tipos celulares131. Es precisamente en esta sinapsis 
en la que se van a proporcionar una serie de señales que van a resultar en la activación, 
expansión y adquisición de las funciones efectores de las células T (Figura 4). La 
primera señal, o señal 1, consiste en la unión del TCR expresado en la superficie de las 
células T al complejo MHC-péptido presente en la membrana celular de las DCs. Esta 
unión es necesaria pero no suficiente para la activación de las células T, puesto que la 
activación eficiente de estas células requiere el aporte de señales adicionales132. Estas 
señales secundarias son denominadas de forma general señales co-estimuladoras, se 
engloban en lo que se considera la señal 2 y están constituidas por una compleja red de 
pares receptor/ligando transmembrana. Adicionalmente, una señal 3 en forma de 
factores solubles, como IL-12 e IL-1 entre otros, va a participar también en la activación 
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y diferenciación de los linfocitos T vírgenes133. Es el balance entre todas estas señales el 
que designa el tipo de respuesta que va a generarse frente a un determinado antígeno. 
Notablemente en contraste con lo que ocurre con los linfocitos T vírgenes, la activación 
de los linfocitos T de memoria es más bien independiente de la señal 2, lo que asegura 
una rápida ejecución de las funciones efectoras de estas células ante el re-encuentro con 
el antígeno134,135. 
 
 
 
 Figura 4. Modelo de las 3 señales en la interacción mDC-linfocito T CD4+. El reconocimiento 
del complejo pMHC-II por el TCR y la molécula CD4 expresados por el linfocito T y su posterior unión 
constituyen la denominada señal 1.  La señal 2 o señal co-estimuladora se compone de una compleja red 
de pares ligando/receptor cuya unión puede enviar tanto señales negativas como positivas creando un 
balance del que dependerá en gran medida la respuesta desencadenada. Por último, la señal 3 se 
produce a través de factores solubles y participa en la activación del linfocito T, al igual que en su 
diferenciación hacia célula efectora. 
 
 
 Las señales de co-estimulación enviadas por las DCs a las células T vírgenes van 
a poder ser de dos tipos en base a su función: activadoras, si promueven la activación de 
las células T, su supervivencia y diferenciación, e inhibidoras, si antagonizan las señales 
vía TCR suprimiendo la activación de las células T. El patrón de expresión de las 
diferentes moléculas co-estimuladoras va a determinar en gran medida el carácter 
inmunogénico o tolerogénico de las DCs, siendo el ratio entre señales activadoras e 
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inhibidoras un factor determinante, por encima de la presencia o ausencia de una 
molécula co-estimuladora en concreto. En base a su composición estructural, las 
moléculas co-estimuladoras pueden ser clasificadas en 4 grupos distintos136: (1) 
Miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas o de la familia B7; (2) Miembros 
de la familia de receptores de TNF (TNFR); (3) Moléculas de adhesión celular e 
integrinas; y (4) Moléculas con dominio inmunoglobulina y mucina de células T (TIM). 
De estos 4 grupos, los componentes de las familias B7 y TNFR son probablemente los 
mejor caracterizados.  
 
 Empezando por la familia B7, las moléculas CD80 y CD86 expresadas en DCs 
han sido extensamente estudiadas por su importante papel en la activación de los 
linfocitos T137. La unión a uno de sus ligandos, CD28, promueve la producción de IL-2 
y la supervivencia en las células T e inhibe la diferenciación hacia células T 
reguladoras138-140. Estas mismas moléculas juegan un papel dual en la activación de las 
células T, puesto que la unión a su ligando de mayor afinidad CTLA-4141, expresado por 
células T activadas, contrarresta la señalización a través de TCR y CD28142,143. 
 
 La proteína de membrana PD-1 se expresa en linfocitos T CD4+ y CD8+, en 
células NK, células NKT y en linfocitos B activados144,145. De los dos ligandos de PD-1, 
PD-L1/B7-H1 se expresa de forma constitutiva en las DCs y en otras células 
inmunitarias y no inmunitarias146. Su expresión en DCs se incrementa en respuesta a 
diferentes estímulos, al igual que la de PD-L2/B7-DC, el otro ligando de PD-1 cuya 
expresión es también inducible en APCs que incluyen a linfocitos B, macrófagos y 
DCs147-149. La unión de PD-L1 y PD-L2 a su ligando PD-1 en linfocitos T CD4+ bloquea 
la señalización vía TCR/CD28 a través del reclutamiento de la fosfatasa SHP-2150, 
siendo mayor este efecto cuando la estimulación antigénica es baja o limitante151. De 
esta forma, la expresión de los PD-Ls por las DCs modula negativamente la activación 
de las células T inhibiendo la entrada en ciclo celular y reduciendo la producción de 
citoquinas por estas células. 
 
 CD40 es otra de las molécula co-estimuladoras mejor caracterizadas y miembro 
destacado de la familia TNFR 152. Su expresión ha sido descrita en tipos celulares no 
hematopoyéticos, como células epiteliales y endoteliales, y en células del sistema 
inmunitario, que incluyen a las APCs. El ligando natural de CD40, CD40-ligando o 
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CD40-L (CD154), se expresa en células T activadas, mayoritariamente linfocitos T 
CD4+, basófilos y eosinófilos y células musculares lisas 153. La activación del TCR 
induce la expresión de CD40-L por las células T y su polarización hacia la sinapsis 
inmunológica, donde promueve la activación a través de la unión a su receptor CD40154. 
 
 Además de estos destacados miembros, la lista de moléculas implicadas en la 
comunicación entre DCs y células T es larga y en ella se pueden encontrar parejas de 
gran relevancia como son ICOS/ICOS-L, 4-1BB/4-1BB-L; OX40/OX40-L; 
CD27/CD70 y LFA-1/ICAM-1/2/3155. La complejidad de la regulación de la activación 
de los linfocitos T a cargo de las DCs es indicativo de la necesidad de un control 
estrecho de las funciones de los linfocitos T para asegurar la respuesta protectora frente 
a patógenos y, a la vez, limitar el posible daño que esta respuesta pueda ocasionar sobre 
los tejidos del propio organismo. 
 
 
 7. CÉLULAS DENDRÍTICAS DERIVADAS DE MONOCITOS (MoDCs) 
Y VACUNAS TERAPÉUTICAS 
 
 En 1.993 fue demostrada la posibilidad de generar DCs in vitro a partir de 
monocitos de sangre periférica humana156, fenómeno que también ha sido descrito in 
vivo principalmente en ratón157. Desde entonces, este modelo de diferenciación in vitro 
de las MoDCs ha supuesto una plataforma ideal para la obtención de grandes cantidades 
de DCs, lo cual ha permitido llevar a cabo avances muy significativos en el 
conocimiento de la biología de estas células. Dos años después, fue propuesto por 
primera vez el empleo de DCs para la elaboración de vacunas terapéuticas diseñadas 
para el tratamiento de diferentes enfermedades y, especialmente, de procesos cancerosos 
(Figura 5)158. Casi 20 años después, múltiples estudios enfocados a evaluar la eficacia 
terapéutica de las DCs han podido concluir que las vacunas con DCs son seguras y que 
pueden inducir la expansión de células T CD4+ y CD8+ específicas contra el antígeno 
tumoral159. De hecho, en la actualidad dos ensayos clínicos en fase III se están llevando 
a cabo con vacunas basadas en MoDCs como tratamiento adicional al cuidado estándar 
post-quirúrgico y en combinación con los tratamientos radio y quimioterapéuticos ya 
existentes (identificadores de los ensayos clínicos: NCT00045968 y NCT01582672). 
Sin embargo, siguen existiendo discrepancias considerables entre la respuesta 
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inmunitaria y la respuesta clínica del paciente. Las posibles causas para esta falta de 
eficacia pueden encontrarse en la capacidad del tumor y del microambiente tumoral para 
evadir la respuesta inmunitaria160. Consecuentemente, la manipulación de las DCs con 
el objetivo de mejorar sus características inmunogénicas sigue siendo una estrategia 
muy atractiva para el desarrollo de vacunas con mayor eficacia terapéutica. 
 
 
 Figura 5. Vacunas terapéuticas basadas en DCs para el tratamiento de procesos tumorales. 
Tras su asilamiento a partir de muestras de sangre periférica, los monocitos son cultivados a lo largo de 
6 días en presencia de IL-4 y GM-CSF para promover la diferenciación hacia iDCs. Las iDCs son 
cargadas con alguno de los diferentes productos antigénicos derivados del tumor y maduradas por 
adición de un estímulo que actúa como adyuvante. Las mDCs cargadas con el antígeno y con un perfil 
inmunogénico son re-infundidas al paciente donde para iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa 
contra el antígeno tumoral. 
 
 
 En este sentido, son muchos los acercamientos que se han desarrollado en este 
campo. Entre otros, la búsqueda de adyuvantes con mayor potencial para estimular a las 
DCs, el refinado de los métodos empleados para promover la captación y presentación 
de los antígenos tumorales por las DCs, y la exploración de diferentes rutas de 
administración de las DCs generadas in vitro que mejoren su acceso a las áreas T de los 
órganos linfoides secundarios161,162. 
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 En relación a la capacidad de las DCs para inducir la respuesta inmunitaria, se ha 
demostrado el potencial terapéutico derivado del bloqueo en las DCs de la expresión de 
moléculas inhibidoras como es el caso de SOCS1163 e IDO164. Por otro lado, muchos 
laboratorios han volcado sus esfuerzos en el estudio de estrategias para desequilibrar el 
balance de las señales implicadas en la co-estimulación o "señal 2" a favor de un perfil 
más activador o inmunogénico. Las evidencias acumuladas en torno al potencial 
antitumoral del uso de anticuerpos bloqueantes contra moléculas de carácter 
inmunosupresor, como PD-1165 y CTLA-4166, junto con los progresos en el campo de la 
ingeniería genética, han permitido el desarrollo de técnicas más sofisticadas que apenas 
han comenzado a ser explotadas167. Así, un interesante trabajo demuestra que la 
generación de DCs humanas genéticamente modificadas para la expresión de 
anticuerpos anti-CTLA-4 incrementa la respuesta citolítica antitumoral in vitro168. 
También por medio de técnicas de transfección, el silenciamiento de la expresión de 
PD-L1 y PD-L2 en DCs humanas incrementa notablemente su capacidad para generar 
una respuesta antígeno-especifica ex vivo en linfocitos T CD8+169. 
 
 Por último, a pesar de que la mayoría de trabajos que estudian las vacunas 
basadas en DCs han puesto su atención en la respuesta de las células T, cada vez son 
más los investigadores que sugieren la participación de otros tipos celulares y, más 
concretamente, de las células NK en la generación de la respuesta antitumoral170. Por lo 
tanto, evaluar la competencia de las DCs generadas in vitro para estimular a las células 
NK podría tener un valor añadido a la hora de evaluar la eficacia de nuevas vacunas 
diseñadas para inmunoterapia. 
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 El estudio de la posible implicación de vías de señalización aún no relacionadas 
con la biología de las DCs puede aportar no solo un mayor conocimiento de estas 
células, si no también posibles estrategias para la manipulación de las DCs con el 
objetivo de mejorar sus características inmunogénicas o tolerogénicas. Por otro lado, la 
literatura existente hace evidente que las proteínas de la familia BMP cumplen una serie 
de funciones en diferentes tipos celulares pertenecientes al sistema inmunitario. Aunque 
algunos trabajos evidencian posibles funciones de las proteínas BMP en las DCs 
humanas, bien es cierto que este campo no ha sido estudiado en profundidad hasta la 
fecha. 
 
 Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo será el de estudiar la implicación de 
la vía de señalización BMP en la diferenciación y maduración de las MoDCs humanas y 
en su interacción con los linfocitos T CD4+ vírgenes. Concretamente analizaremos: 
 
1. La expresión de los componentes de la vía canónica de señalización BMP y su 
funcionalidad en iDCs y mDCs. 
2. La respuesta de las iDCs a la activación de la vía de señalización BMP, 
analizando el efecto sobre su supervivencia, fenotipo y características 
funcionales. 
3. La producción de ligandos BMP por las DCs en respuesta a diferentes estímulos 
madurativos. 
4. La activación de la señalización BMP autocrina/paracrina por la vía canónica 
durante la maduración de las DCs y el efecto de su bloqueo sobre la 
funcionalidad de las mDCs. 
5. La capacidad de los linfocitos T CD4+ de responder a las proteínas BMP y el 
papel de esta vía de señalización en la adquisición de funciones efectoras en los 
linfocitos a consecuencia de su interacción con mDCs. 
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 1. Obtención de muestras humanas 
 
En el desarrollo del presente trabajo se han empleado buffy coats obtenidos a 
partir del procesado de muestras de sangre periférica de donantes sanos en el Centro de 
Transfusión de la Comunidad de Madrid. Adicionalmente, muestras de sangre periférica 
de pacientes a los que se les había realizado trasplante de médula ósea fueron obtenidas 
a través del Hospital Infantil Universitario Niño Jesús (Madrid). Todos los tipos de 
muestras humanas utilizadas en este trabajo se usaron garantizando el anonimato de los 
donantes y de acuerdo a las exigencias del comité ético de investigación clínica del 
Hospital Clínico San Carlos. 
  
 2. Generación y cultivo de MoDCs 
 
A partir de concentrados leucocitarios en suspensión de donantes sanos, se 
obtuvieron las células mononucleares mediante centrifugación en gradiente de densidad 
(Lymphocyte Isolation Solution, Rafer, Madrid, España). En los casos indicados estas 
células fueron empleadas para la realización de estudios por citometría de flujo. 
Seguidamente, se llevó a cabo el aislamiento de los monocitos mediante selección 
positiva por métodos inmunomagnéticos usando el kit específico CD14 MicroBeads 
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Las células CD14+ purificadas fueron cultivadas a una concentración de 106 
cél/ml en medio AIM-V libre de suero (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, 
EEUU) suplementado con 1mM de L-glutamina  (Sigma-España) y 20 ng/ml de GM-
CSF más 20 ng/ml de IL-4 (ambas citoquinas de Invitrogen). Estos cultivos se llevaron 
a cabo en placas de 24 o 48 pocillos de fondo plano, en un incubador a 37ºC, en una 
atmósfera húmeda y al 5% de CO2. En los días 2 y 4 del cultivo se reemplazó la mitad 
del medio de cultivo por medio fresco con la misma concentración de GM-CSF e IL-4. 
Tras 6 días de diferenciación, se obtuvieron iDCs definidas como CD14-CD1a+/-DRlow. 
En los experimentos donde se indica, el cóctel de diferenciación para generar MoDCs 
fue suplementado con BMP-4 (Humanzyme Inc., Chicago, EEUU) a las 
concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml, y fue igualmente repuesto los días 
correspondientes a lo largo de la diferenciación.  
Para la maduración de las iDCs el 20% del volumen total de cada pocillo fue 
reemplazado por medio fresco suplementado con un cóctel de citoquinas pro-
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inflamatorias compuesto por 10 ng/ml de IL-1, 15 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml TNF 
(todas de Invitrogen) y 1 g/ml de PGE2 (Sigma-España). Las mDCs fueron generadas 
de forma estándar tras 36 horas de estimulación y definidas como células 
DRhighCD86+CD83+. Alternativamente, iDCs fueron maduradas con el cóctel de 
citoquinas ya descrito suplementado con 50 ng/ml de BMP-4. En los casos en que es 
indicado, el estímulo de madurativo fue el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias en 
ausencia de TNF, TNF solo (10 ng/ml) o CD40-L (1 mg/ml) (Prospec-Tany 
TechnoGene Ltd, East Brunswick, NJ, EEUU). Adicionalmente, en los experimentos en 
los que se especifica, alguno de los agonistas TLR que se enumeran a continuación fue 
empleado para la maduración de las iDCs: LPS (100 y 500 ng/ml), FSL1 (100 ng/ml), 
Imiquimod (1 g/ml), ssRNA40 (1 g/ml), Pam3CysSerLys4 (1 g/ml), ST Flagellin 
(200 ng/ml) y Poly(I:C) (12,5 g/ml) (todos ellos de Invivogen, San Diego, CA, 
EEUU).  
Según se indica en cada caso, iDCs y mDCs fueron cultivadas con BMP-4 (50 
ng/ml) a lo largo de diferentes periodos de tiempo para el posterior análisis de algunas 
de las características de estas células. En el caso de las iDCs, el inhibidor de la vía 
canónica de señalización BMP, dorsomorfina (DM) (Calbiochem, Nottingham, RU), fue 
adicionado a estos cultivos a un concentración de 10 M como forma de bloquear el 
efecto del tratamiento con BMP-4. En algunos experimentos las mDCs fueron 
cultivadas durante 36 horas adicionales, sin ser levantadas, tras la adición únicamente de 
DM (20 M). Para inhibir la vía canónica de señalización BMP durante el proceso de 
maduración de las DCs, el inhibidor DM fue añadido 1 hora previa a la estimulación 
con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias y mantenido a lo largo de todo el proceso a 
una concentración final de 10 y 20 M. 
En otro conjunto de experimentos, las iDCs fueron maduradas o bien con el 
cóctel de citoquinas pro-inflamatorias o con los agonistas de TLR LPS y Poly I:C, todos 
ellos en presencia, y previo tratamiento de una hora, de los siguientes compuesto 
inhibidores: SB203580, inhibidor de la p38 MAPK (10 M); PD98059, inhibidor de la 
vía Erk/MEK (10 M); wortmanina, inhibidor de la proteína PI3K (1 M); SKI1, 
inhibidor de proteína quinasa src (5 M); INK-6, inhibidor del factor de transcripción 
NFAT (2,5 M); CK59, inhibidor de la proteína CaMKII (10 M); JNK II inhibitor, 
inhibidor de la proteína JNK2 (10 M); CG06983, inhibidor de la PKC (5 M); JSH23, 
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inhibidor del factor de transcripción NF-B (10 M) (todos ellos de Tocris Bioscience, 
R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU) 
 
 3. Cultivo de cDCs 
 
A partir de células mononucleares de sangre periférica, las cDCs fueron aisladas 
por métodos inmunomagnéticos en base a la expresión de la molécula BDCA-1, y 
seguidamente a la depleción de células CD19+, usando el CD1c (BDCA-1)+ Dendritic 
Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec), según las instrucciones del fabricante. Las cDCs 
purificadas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos de fondo plano, a una 
concentración de 106 cél/ml, en medio AIM-V libre de suero suplementado con 2 mM 
de L-glutamina. Los cultivos de las cDCs fueron llevados a cabo durante 36 horas en 
medio solo o con el mismo cóctel de citoquinas pro-inflamatorias usado con las 
MoDCs. En los casos en donde se indica, el inhibidor DM fue añadido a diferentes 
concentraciones de forma simultánea al cóctel de estimulación. Alternativamente, las 
cDCs fueron cultivadas en medio solo o suplementado con BMP-4 (50 ng/ml) durante 
60-84 horas para su posterior análisis en un citómetro de flujo. 
 
 4. Cultivo de linfocitos T CD4+ vírgenes 
 
 A partir de células mononucleares de sangre periférica se aislaron linfocitos T 
CD4+CD45RA+ mediante depleción magnética usando el kit Naive CD4+ T Cell 
Isolation Kit II (Miltenyi Biotec), según las instrucciones del fabricante. 2-3·105 células 
purificadas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos de fondo plano en un volumen 
final de 200 µl de medio completo, compuesto por RPMI 1640 (Sigma España) 
suplementado con suero fetal bovino al 10% (Invitrogen, Life Technologies), 2 mM de 
L-glutamina, 1 mM de piruvato sódico, 100 U/ml de penicilina y 100 g/ml de 
estreptomicina (todos los componentes de Sigma-España). Para la activación estándar 
de las células T, anticuerpos monoclonales anti-CD3 diluidos en PBS (10 µg/ml) 
(NA/LE, BD Biosciences, San Diego, CA, EEUU) fueron previamente unidos a la 
superficie de los pocillos mediante 90 minutos de incubación a 37ºC. El anticuerpo 
sobrante fue retirado de los pocillos tras repetidos lavados con PBS a temperatura 
ambiente. Finalmente, se añadieron a las células en suspensión anticuerpos 
monoclonales anti-CD28 (4 µg/ml) (NA/LE, BD Biosciences) y las células fueron 
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cultivadas durante diferentes periodos de tiempo de hasta 6 días a 37ºC, en atmósfera 
húmeda y al 5% de CO2.  
 En los casos indicados, la vía de señalización BMP fue estimulada durante la 
activación de los linfocitos T CD4+ vírgenes mediante la adición de BMP-2 (100 ng/ml) 
o BMP-4 (50 ng/ml) (ambas proteínas de Humanzyme) a las células en suspensión. 
 De forma alternativa, las células mononucleares de sangre periférica fueron 
cultivadas en placas de 96 pocillos de fondo plano, a una concentración de 106 cél/ml, 
en presencia de ConA (5 mg/ml) o PMA (0,1 mg/ml) más Ionomicina (20 ng/ml) (todos 
de Sigma-España). A las 36 horas de activación, las células fueron recogidas y 
analizadas para la expresión de diferentes moléculas de membrana mediante citometría 
de flujo. 
  
 5. Determinación de la respuesta proliferativa de los linfocitos T 
 
 La tasa de proliferación de los linfocitos T fue determinada en los tiempos 
indicados mediante el kit específico 5-Bromo-2 ́-deoxy-uridine Labeling and Detection 
Kit III (Roche Diagnostics, Madrid, España), siguiendo el protocolo recomendado por 
el fabricante para células en suspensión. Brevemente, se adicionó al medio de cultivo 5-
bromo-2´-desoxiuridina (BrdU) a una concentración final de 10 M durante las 12 
horas finales del cultivo. Después de centrifugar las placas, se recogió el sobrenadante y 
las células fueron secadas durante 2 horas a 65ºC, fijadas con etanol en HCl (0,5 M) 
durante 30 minutos a -20ºC, tratadas con nucleasas 30 minutos a 37ºC y finalmente 
incubadas 30 minutos a 37ºC con un anticuerpo anti-BrdU de ratón conjugado a 
peroxidasa. El revelado del ensayo fue desarrollado con el sustrato ABTS (ácido 2, 2’ 
Azinobis-[3-etil- benzotiazolin-6] sulfónico) y la absorbancia fue medida usando un 
lector de ELISA (SUNRISE, Tecan Group Ltd., Männedorf, Suiza) a 405 nm con una 
longitud de onda de referencia a 492 nm. 
 Alternativamente, los linfocitos T CD4+ vírgenes fueron teñidos con CFSE 
(Sigma-España) previamente a su cultivo siguiendo el protocolo que a continuación se 
describe: las células T purificadas fueron incubadas durante 5 minutos a temperatura 
ambiente y en oscuridad con CFSE a una concentración final de 5 M, y seguidamente 
fueron lavadas repetidas veces para la eliminación del CFSE sobrante. El porcentaje de 
células que se habían dividido fue determinado en un citómetro de flujo en base a la 
pérdida de intensidad de CFSE. La disminución a la mitad de la intensidad media de 
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fluorescencia respecto a la población con mayor cantidad de CFSE fue considerada 
como un ciclo de división celular y el numero de divisiones experimentadas por una 
célula fue calculado en base a este principio. 
 La determinación por citometría de flujo de la proporción de células que 
se encuentran en cada fase del ciclo celular se llevó a cabo por el método de tinción de 
ADN empleando el colorante fluorescente Hoechst 33342 (Invitrogen, Life 
Technologies). Las células fueron fijadas con BD cellFIXTM (BD Biosciences) durante 
al menos 30 minutos a 2-4 ºC y permeabilizadas en PBS 1% BSA 30% etanol en 
presencia del colorante Hoechst a una concentración final de 0,1 mg/ml. Tras unos 45 
minutos de incubación a temperatura ambiente y en oscuridad, las células fueron 
analizadas en un citómetro de flujo LSR-II (BD Biosciences). Los agregados de células 
fueron excluidos en base al ancho y el área de la señal emitida por Hoechst y el 
porcentaje de células en las fases G0/G1 y S/G2/M fue determinado. El análisis de los 
resultados se llevó a cabo en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) del 
Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la Universidad Complutense 
de Madrid. 
 
 6. Funcionalidad de la vía de señalización BMP y regulación de genes diana 
 
 Tanto las células T como las DCs fueron estimuladas durante una 1 hora con 
BMP-4 (50 ng/ml) solo o junto con el compuesto inhibidor DM (2 M) o el compuesto 
inhibidor SB203580 (10 M) adicionados 1 hora previa al tratamiento con BMP-4. Una 
vez transcurrido el tiempo correspondiente, las células fueron recolectadas y procesadas 
para la extracción del ARN y posterior estudio de la expresión de los genes que se 
indican en cada caso mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. Células sin tratar 
fueron usadas para la determinación de los niveles basales de expresión de los genes a 
estudiar. 
 
 7. Análisis por RT-PCR punto final 
 
El aislamiento y purificación de ARN se llevó a cabo usando el kit Absolutely 
RNA Microprep (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, EEUU), e incluyendo un 
paso de digestión con ADNasa I, a recomendación de los proveedores, para eliminar la 
contaminación por ADN genómico. El ADN complementario total (ADNc) fue 
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sintetizado con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, EEUU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ADNc 
obtenidos fueron empleados como molde para el análisis por PCR punto final usando la 
Taq ADN polimerasa AmpliTaqGold (Applied Biosystems) y añadiendo en cada caso 
los cebadores específicos para cada gen (Tabla 1). En todos los casos, las reacciones se 
llevaron a cabo en un termociclador Px2 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, EEUU). Los productos de la PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 
2 % y los tamaños determinados fueron los esperados. 
 
Gen Forward (3´-5´) Reverse (5´-3´) Tª (ºC) Prod. (bp) 
β-actina AGAGATGGCCACGGCTGCTT ATTTGCGGTGGACGATGGAG 58 298 
BMP4 AAAGGGGCTTCCACCGTAT CCGCTGTGAGTGCTTAG 58 386 
BMPRIA CATTCGATGGCTGGTTTTG TCCATATCGGCCTTTACCAA 58 298 
BMPRIB CATGCTTTTGCGAAGTGCAG CAGGCAACCCAGAGTCATCC 60 197 
ActRIA GGTTCCCAATGACCCAAGTTT CGAGCGAGGTTAGGGTGGTT 60 416 
BMPRII AAGCGAGGTTGGCACTATCA TTTGGCACACGCCTATTATGT 56 495 
SMAD1 GCAAAGTCGGAACTGCAACTA GAGGTGAACCCATTTGAGTAAGA 60 308 
SMAD4 CAGCACCACCCGCCTATG CCAAACATCACCTTCACCTTTACAT 60 330 
SMAD5 TCCAGCAGTAAAGCGATTGT TGGAAACGTGGCATTTTG 58 487 
SMAD8 ACGTCGGGGGAGAGGTGTAT GGTGACATCCTGGCGATGA 60 277 
 
Tabla 1. Secuencias cebadoras empleadas para los ensayos de RT-PCR 
 
 8. Análisis por PCR cuantitativa en tiempo real 
 
Adicionalmente, los ADNc obtenidos por RT-PCR fueron empleados para el 
estudio por PCR cuantitativa en tiempo real de diversos genes usando los siguientes 
ensayos TaqMan: BMPR1A (Hs01034909_g1), BMPR1B (Hs00176144_m1), ACVR1A 
(Hs00153836_m1), BAMBI (Hs00180818_m1), BMP2 (Hs00154192_m1), BMP6 
(Hs01099594_m1), BMP7 (Hs00233476_m1), SMAD1 (Hs00195432_m1), SMAD4 
(Hs00929647_m1), SMAD5 (Hs00195437_m1), SMAD8 (Hs00195441_m1), ID1A 
(Hs00357821_g1), ID1B (Hs00704053_s1), ID2 (Hs00747379_m1), ID3 
(Hs00171409_m1), RUNX1 (Hs01021971_m1), RUNX2 (Hs01047976_m1), RUNX3 
(Hs00231709_m1), IRF1 (Hs00971965_m1) e IRF8 (Hs00175238_m1), todos 
obtenidos de Applied Biosystems. Como control endógeno se usaron el gen de la 
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GAPDH y el de la GNB2L1, ambos pre-desarrollados por Applied Biosystems. Todas 
las PCRs fueron realizadas por duplicado usando el TaqMan Fast Universal PCR 
Master Mix (Applied Biosystems) conforme a las instrucciones del fabricante. Las 
amplificaciones, detecciones y análisis fueron realizados en un 7.900HT Fast Real-time 
PCR System (Centro de Genómica, Universidad Complutense de Madrid). Para la 
normalización con la GAPDH o la GNB2L1 se empleó el método del ΔCt. 
 
 9. Citometría de flujo 
 
Los anticuerpos empleados para los estudios fenotípicos están recogidos en la 
Tabla 2. Para las tinciones inmunofluorescentes simples, dobles, triples y cuádruples se 
procedió incubando las células en PBS en presencia de cantidades saturantes de los 
anticuerpos indicados en cada caso durante 30 minutos a 4 ºC. Para las tinciones 
intracelulares, y de acuerdo con las instrucciones del fabricante, las células fueron 
tratadas con la solución Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) durante 20 minutos a 4 ºC, 
lavadas posteriormente con la solución Perm/Wash (BD Biosciences), y marcadas con 
los anticuerpos contra Bcl-2, Bcl-XL y Bax seguido de fragmentos F(ab´) 2 de IgG de 
burro anti-ratón o anti-conejo multiabsorbidos y conjugados a fluorocromo (Jackson 
Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, EEUU), todos diluidos en solución 
Perm/Wash. 
Para la detección de Smad-1/5/8 fosforilada, primeramente, las células fueron 
fijadas con BD cellFIX (BD Biosciences) durante 30 minutos a 4 ºC para impedir 
cambios en el estado de fosforilación de las proteínas. Tras un lavado con PBS, las 
células se permeabilizaron incubando 30 minutos a 4 ºC con la solución BD Phosflow 
Perm Buffer III y fueron marcadas con anticuerpos contra fosfo-Smad-1/5/8 
(Ser463/Ser465), seguido de fragmentos F(ab´) 2 de IgG de burro anti-conejo 
multiabsorbidos y conjugados a fluorocromo (Jackson Immunoresearch Laboratories). 
Como control negativo, las células fueron incubadas con anticuerpos pre-absorbidos con 
el péptido bloqueante (Santa Cruz Biotechnology), siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  
Para la tinción intracelular de la proteína IRF1, las células fueron fijadas y 
permeabilizadas con la solución Fixation/Permeabilization (eBiosciences, San Diego, 
CA, EEUU), lavadas con Permeabilization Buffer (eBiosciences) y marcadas 
específicamente con el anticuerpo policlonal anti-IRF1 (Santa Cruz Biotechnology) de 
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conejo, seguido de fragmentos F(ab´) 2 de IgG de burro anti-conejo multiabsorbidos y 
conjugados a fluorocromo (Jackson Immunoresearch Laboratories), todos diluidos en la 
solución Permeabilization Buffer. 
En todos los casos el análisis de los resultados se llevó a cabo en un citómetro de 
flujo FACSCalibur (BD Biosciences) del Centro de Citometría y Microscopía de 
Fluorescencia de la Universidad Complutense de Madrid. 
 
 
Molécula diana Clon Casa comercial Flourocromo 
ActRIA/ALK-2 policlonal R&D Systems Purificado 
BAMBI 4E8 eBioscience PE 
Bax policlonal BD Biosciences Purificado 
Bcl-xL BXL03 Chemicon International Purificado 
Bcl-2 Bcl-2/100 BD Biosciences PE 
BMPRIA/ALK-3 policlonal R&D Systems Purificado 
BMPRIB/ALK-6 policlonal Santa Cruz Biotechnology PE 
BMPRII policlonal Santa Cruz Biotechnology Purificado 
CD3 HIT BD Biosciences PE 
CD4 HP2/6 ImmunoStep PerCP 
CD25 BC96 BioLegend APC 
CD40 5C3 BD Biosciences FITC 
CD69 FN50 BioLegend PE 
CD80 BB1 BD Biosciences FITC 
CD86 IT2.2 BioLegend PE-Cy5 
CD83 HB15e BioLegend PE-Cy5 
HLA-DR G46-6 BD Biosciences APC 
IRF1 (C-20) policlonal Santa Cruz Biotechnology Purificado 
MMR 15-2 BioLegend FITC 
p-Smad-1/5/8 policlonal Santa Cruz Biotechnology Purificado 
PD-L1 29E.2A3 BioLegend APC 
PD-L2 24F.10C12 BioLegend PE 
 
Tabla 2: Anticuerpos utilizados para citometría de flujo. 
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 10. Ensayo de apoptosis 
 
iDCs y mDCs fueron cultivadas en AIM-V solo o suplementado con BMP-4 a 
diferentes concentraciones. Tras 36 horas, la proporción de células apoptóticas fue 
determinada mediante tinción con Anexina-V-FLUOS (Roche Diagnostics), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Los análisis se llevaron a cabo en un citómetro de flujo 
FACSCalibur, excluyendo las células necróticas en función de su tamaño y complejidad 
y de la captación de ioduro de propidio. Las células apoptóticas fueron definidas como 
Anexina-V positivas dentro de la población negativa para ioduro de propidio. 
El mismo método de tinción con Anexina-V-FLUOS fue empleado para la 
determinación del porcentaje de células apoptóticas en MoDCs y cDCs maduradas en 
ausencia o presencia de DM y en iDCs transfectadas y maduradas. 
 
 11. Ensayo de internalización 
 
En iDCs cultivadas durante 36 horas en ausencia o presencia de BMP-4 (50 
ngr/ml) se midió la endocitosis de fase fluida, tanto la inespecífica como la mediada por 
receptor tras la incubación durante 1 hora a 37º C con 1mg/ml de Amarillo Lucifer  o 
100 g/ml de FITC-dextrano 40-kDa (ambos de Sigma-Aldrich), respectivamente. Las 
células control fueron tratadas de forma similar a una temperatura de 2-4º C. Una vez 
eliminado el material exógeno sobrante por medio de repetidos lavados, se llevó a cabo 
el análisis de los resultados en un citómetro de flujo FACSCalibur. 
 
 12. Determinación de factores solubles en sobrenadantes 
 
Los sobrenadantes de los cultivos celulares fueron recogidos y ensayados para 
las concentraciones de diferentes factores solubles o congelados a -80ºC para su 
posterior análisis. Los niveles de IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF, IFN (todos de 
BioLegend) e IL-2 (Bender MedSystems, Viena, Austria) fueron determinados 
mediante ELISA. En los casos en que se indica, las concentraciones de IL-1, IL-6, IL-
10 e IL-12p70 se cuantificaron usando el sistema Cytometric Bead Array Flex Set (BD 
Biosciences), siguiendo las instrucciones del distribuidor, y llevando a cabo el análisis 
de las muestras en un citómetro FACSCalibur. 
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La secreción al medio de BMP-4 se determinó en los sobrenadantes de células 
en cultivo, usando en todos los casos el kit human BMP-4 DuoSet ELISA (R&D 
Systems). 
 
 13. Reacción mixta de linfocitos (MLR) 
 
iDCs y mDCs fueron usadas como estimuladoras de células T CD4+ vírgenes 
alogénicas aisladas de sangre periférica por depleción magnética, como se ha descrito 
anteriormente. Los co-cultivos fueron llevados a cabo a diferentes ratios DC/célula T 
(2·105 células T/pocillo), en placas de 96 pocillos de fondo plano y en un volumen final 
de 200 l de medio completo. La respuesta proliferativa de los linfocitos T fue 
determinada a los 6 días de cultivo mediante el kit específico BrdU Labeling and 
Detection Kit III, tal y como se ha descrito anteriormente. 
En los casos indicados, el inhibidor de la vía canónica de señalización BMP 
DMH1 (Tocris Bioscience) fue añadido desde el día 0 a los co-cultivos linfocito T CD4+ 
virgen-mDC a las concentraciones finales de 20 y 40 µM.  
 
 14. Activación de células NK mediante co-cultivo con DCs autólogas 
 
Para el estudio de la activación de las células NK por contacto con DCs, iDCs y 
mDCs fueron usadas como estimuladoras de células NK autólogas en reposo aisladas de 
sangre periférica mediante depleción inmunomagnética. Los co-cultivos fueron llevados 
a cabo a un ratio DC/NK 1:5 (2·105 células NK/pocillo), en placas de 96 pocillos de 
fondo plano y en un volumen final de 200 l de medio completo. Tras 12 horas de co-
cultivo, las células NK fueron recogidas y usadas como efectoras contra la línea tumoral 
K562 en co-cultivos realizados en placas de 96 pocillos de fondo plano y a los 
diferentes ratios Efector:Diana que son indicados (104 células K562/pocillo). La 
actividad citolítica de las células NK sobre las células K562 fue determinada tras 4 
horas de co-cultivo a partir de la actividad lactato deshidrogenasa detectada en el 
sobrenadante de los cultivos mediante métodos colorimétricos usando el kit 
Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
Células K562 fueron cultivadas solas y tratadas o no a las 4 horas con solución de lisis 
para los niveles máximos y mínimos, respectivamente, de actividad lactato 
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deshidrogena. El porcentaje de lisis específica fue calculado mediante la fórmula 
siguiente: 
 
Citotoxicidad específica (%) = 
Valor experimental - valor mínimo
x 100 
Valor máximo - valor mínimo 
   
 
 15. Silenciamiento de IRF1 en iDCs 
 
Para llevar a cabo el silenciamiento de IRF1 durante la maduración de las iDCs 
se emplearon ARNs pequeños de interferencia (siRNAs) (Silencer® Select Pre-
Designed & Validated siRNA de Ambion, Life Technologies). Como método de 
transfección se utilizó la técnica de Nucleofección® para la creación de pequeños poros 
en la membrana citoplásmica y nuclear mediante pulso eléctrico, empleando el kit P3 
Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit y el Amaxa 4D-NucleofectorTM (ambos de 
Lonza Hopkinton, MA, EEUU). Para el silenciamiento de IRF1 se ensayaron 2 siRNAs 
diferentes (siRNA IDs: ID: s7501 y s7503), siempre a una concentración final de 250 
nM, de los cuales el s7503 fue el que mostró mayor eficacia en el silenciamiento de 
IRF1 y cuyos efectos son, por lo tanto, los únicos mostrados en el apartado de 
resultados correspondiente a este estudio. Como control negativo se empleo un siRNA 
no específico con el objetivo de discernir el efecto específico del silenciamiento del gen 
diana de los posibles efectos derivados de la introducción de un siRNA dentro de las 
células. Concretamente, se empleó el Silencer® Select Negative Control siRNA#1 (Life 
Technologies) a la misma concentración que los siRNAs específicos. 
Las iDCs empleadas en los experimentos de silenciamiento fueron generadas en 
medio completo para incrementar el rendimiento del proceso de diferenciación y 
mejorar la viabilidad de las células que iban a ser sometidas a la nucleofección. Tras su 
diferenciación, las iDCs fueron lavadas varias veces previamente a la transfección y 
cada grupo experimental (3-4·106 células/grupo) fue resuspendido en 100 μl de solución 
de nucleofección más el siRNA correspondiente. Las iDCs transfectadas fueron 
cultivadas en medio completo durante 3 horas a una concentración de 1,5-2·106 
células/ml y a continuación el medio de cultivo fue suplementado con el mismo cóctel 
de citoquinas pro-inflamatorias usado para la maduración estándar de las DCs, que 
incluye IL-1, IL-6, TNF y de PGE2. Tras 36 horas de estimulación, las mDCs 
Material y métodos 
[42] 
 
resultantes fueron empleadas para el estudio de su viabilidad y la expresión de 
marcadores de maduración mediante citometría de flujo y para la determinación de la 
expresión de IRF1 mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
 16. Análisis estadístico 
 
 Para el análisis estadístico de los resultados obtenidos se aplicó una “t” de 
Student, o el test Mann-Whitney-Wilcoxon dónde se indica, con los siguientes niveles 
de significación: *p≤0,05; **p≤0,01 y ***p≤0,001. 
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 1. EXPRESIÓN Y FUNCIONALIDAD DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN 
BMP EN LAS MoDCs 
 
 1.1 Las MoDCs expresan los componentes principales de la vía canónica de 
señalización BMP 
 
Como primera aproximación, se determinó mediante RT-PCR si las MoDCs 
expresaban los componentes principales de la vía canónica de señalización BMP. Como 
muestra la Figura 1A, tanto las iDCs como las mDCs resultaron positivas para la 
presencia de los tránscritos que codifican para los receptores específicos de BMP 
(BMPRIA/ALK-3, BMPRIB/ALK-6, ActRIA/ALK-2 y BMPRII), así como para las 
proteínas BR-Smad (Smad-1, -5 y -8) y la Smad correceptora o Co-Smad (Smad-4). 
Adicionalmente, la expresión de los receptores tipo I se cuantificó mediante RT-PCR 
cuantitativa en tiempo real, observándose tanto en el estadio inmaduro como en el 
maduro una elevada tasa de transcripción de los receptores BMPRIA/ALK-3 y 
ActRIA/ALK-2 en comparación con la del receptor BMPRIB/ALK-6 (Figura 1B). 
 
 
Figura 1. Expresión de los 
componentes de la vía de 
señalización BMP en MoDCs 
inmaduras y maduras. iDCs 
fueron generadas a partir de 
monocitos de sangre periférica 
y su maduración (mDCs) fue 
inducida tras 36 horas de 
estimulación con un cóctel de 
citoquinas pro-inflamatorias. 
(A) Análisis por RT-PCR punto 
final de la expresión de 
diferentes componentes de la 
vía de señalización BMP en 
iDCs y mDCs. Se muestra un 
experimento representativo de 
al menos 3 independientes. Se 
empleó agua como control negativo en la RT-PCR. (B) Análisis por RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
de la expresión de los receptores de BMP tipo I en iDCs y mDCs . Los datos mostrados se refieren a la 
expresión normalizada frente a la de GAPDH. Las barras representan la media ± desviación estándar de 
al menos 3 experimentos independientes. 
 
A continuación, se analizó por citometría de flujo la expresión de los receptores 
de BMP (Figura 2). Como muestran las gráficas de dispersión, tanto en la subpoblación 
de iDCs como en la de mDCs se confirmó la expresión en membrana de los receptores 
de BMP tipo I y del pseudorreceptor BAMBI. Mientras que la expresión del receptor 
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BMPRIB no mostró diferencias entre iDCs y mDCs, sí se observó una menor expresión 
de BMPRIA y del pseudorreceptor BAMBI tras la maduración de las DCs. Por el 
contrario, la expresión de ActRIA y BMPRII en la superficie celular se vio 
incrementada en las mDCs. Por lo tanto, estos resultados indican un cambio en el perfil 
de expresión en membrana de los receptores de BMP durante el proceso de maduración 
inducido por citoquinas pro-inflamatorias, lo que a su vez podría sugerir un cambio en 
el patrón de acción de los ligandos BMP antes y después de la maduración. 
 
 
Figura 2. Expresión en membrana de 
los receptores de BMP en DCs. iDCs y 
mDCs fueron analizadas mediante 
citometría de flujo para la expresión 
de los receptores de BMP tipo I y tipo 
II y del pseudoreceptor BAMBI. Las 
gráficas de dispersión muestran el 
valor de la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) de 4-11 
experimentos independientes y el valor 
medio en cada caso (*p≤0,05; ** 
p≤0,01, *** p≤0,005; mediante prueba 
t). 
 
 
 
 
 
 
 
 1.2 La vía de señalización BMP es funcional en las MoDCs 
 
Una vez confirmada la presencia en las MoDCs de toda la maquinaria molecular 
necesaria para la señalización BMP, se llevó a cabo el estudio de la funcionalidad de 
esta vía de señalización. Primeramente, se analizó la capacidad de las DCs para 
responder a la estimulación con ligandos BMP, concretamente BMP-4, mediante la 
valoración de los niveles de fosforilación de las proteínas BR-Smad, principales 
mediadoras de la señalización BMP. Los resultados obtenidos muestran que el 
tratamiento con BMP-4 a lo largo de una hora produjo un incremento en los niveles de 
Smad-1/5/8 fosforiladas de forma muy similar en iDCs y mDCs (Figura 3), 
aumentándose entre 3 y 4 veces el porcentaje de células positivas para Smad-1/5/8 
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fosforiladas en ambas subpoblaciones de DCs. Cabe destacar también que el perfil de 
las BR-Smads fosforiladas en mDCs se encontraba desplazado hacia la derecha respecto 
al de las iDCs, lo cual podría tener implicaciones que serán analizadas más adelante. 
 
Figura 3. Activación de la vía canónica 
de señalización BMP en respuesta a 
BMP-4. iDCs y mDCs fueron cultivadas 
durante 1 h en ausencia o presencia de 
BMP-4 (50 ng/ml) y los niveles de Smad-
1/5/8 fosforilada fueron determinados por 
citometría de flujo en los tiempos 
indicados. El porcentaje de células 
positivas y la intensidad media de 
fluorescencia son indicados en cada 
histograma. Los perfiles grises muestran 
los niveles basales de fluorescencia (células no teñidas). Como control negativo, la tinción fue realizada 
con los anticuerpos pre-adsorbidos con el péptido bloqueante (histogramas rellenos). Los resultados son 
representativos de 2 experimentos independientes.  
 
 
Las proteínas ID han sido clásicamente descritas como genes diana de la vía de 
señalización BMP, por lo que también se estudió la capacidad de las DCs para modular 
la expresión de los genes ID en respuesta a los ligandos BMP. Tanto las iDCs como las 
mDCs incrementaron la tasa de trascripción de ID1, ID2 e ID3 tras 1 hora de 
estimulación, siendo ID3 el gen más sensible a dicha estimulación en ambos casos 
(Figura 4). El tratamiento previo con el inhibidor DM, que inhibe la ruta canónica de 
señalización BMP, bloqueó por completo la inducción de los tres genes ID en iDCs, 
mientras que solo de los genes ID1 e ID3 en mDCs. Cuando se empleó SB203580 como 
inhibidor que impide la fosforilación de p38 bloqueando, por tanto, una de las 
principales vías no canónicas de señalización BMP, se consiguió anular la inducción de 
ID2 en mDCs sin afectar al resto de genes ID. Como era esperable, SB203580 no tuvo 
efecto sobre la transcripción de ID1 e ID3 inducida en mDCs ni sobre ninguno de los 
genes ID estudiados en iDCs.  
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Figura 4. Inducción de los 
genes ID en respuesta a BMP-
4. iDCs y mDCs fueron 
cultivadas durante 1 h en 
presencia de BMP-4 50 ng/ml 
solo (barras blancas) o junto 
con DM 2 M (DM, barras 
negras) o SB203580 10 M 
(SB, barras ralladas), ambos 
inhibidores añadidos 1 hora 
previamente a la estimulación 
con BMP-4. La modulación 
inducida por BMP-4 en los 
niveles de ARNm de ID1, ID2 e 
ID3 fue analizada mediante 
RT-PCR cuantitativa a tiempo 
real. DCs no tratadas fueron 
empleadas para determinar los 
niveles basales de tránscrito 
para los genes ID (barras 
grises). Los datos mostrados se 
refieren a la expresión 
normalizada frente a la de 
GAPDH. Se muestran las medias ± desviación estándar de los duplicados de un experimento 
representativo de 2 independientes. 
 
 
 2. LA ESTIMULACIÓN DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP NO 
AFECTA A LA DIFERENCIACIÓN DE LAS MoDCs  
 
 El hallazgo de que la vía de señalización BMP estaba presente y era funcional 
tanto en las iDCs como en las mDCs nos hizo plantearnos si las proteínas BMP podrían 
desempeñar algún papel en el proceso de diferenciación de las MoDCs. Como primera 
aproximación para responder esta pregunta se determinó si los monocitos de sangre 
periférica podrían estar capacitados para responder a los ligandos BMP. Mediante RT-
PCR se pudo comprobar que los monocitos expresaban los tránscritos correspondientes 
a los tres receptores de BMP tipo I y al receptor de BMP tipo II (Figura 5A). Asimismo, 
los monocitos resultaron positivos para la expresión de todas las BR-Smads, salvo 
Smad-8, y de la Co-Smad. Seguidamente, se analizó por citometría de flujo la expresión 
en membrana de los tres receptores de BMP tipo I, observándose una presencia 
mayoritaria de las tres proteínas en todos los individuos estudiados (Figura 5B) de 
forma que, a priori, los monocitos de sangre periférica podrían estar capacitados para 
responder a la estimulación con proteínas BMPs. 
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Figura 5. Expresión de diferentes 
componentes de la vía de señalización 
BMP en Monocitos. (A) Monocitos de 
sangre periférica (Mo) fueron aislados 
y la presencia del ARNm para 
diferentes componentes de la vía de 
señalización BMP fue determinada 
mediante RT-PCR. Células totales de 
timo fueron usadas como control 
positivo. (B) Estudio de la expresión en 
membrana de los receptores de BMP 
tipo I. A partir de las células 
mononucleares de sangre periférica, 
los monocitos fueron definidos en 
función de su tamaño/complejidad y la 
expresión de BMPRIA, BMPRIB y 
ActRIA fue analizada por citometría de flujo. Los resultados muestran la media ± desviación estándar del 
porcentaje de células positivas de 7 donantes diferentes. 
 
 
 Para estudiar el posible papel de la señalización BMP en el proceso de 
diferenciación de DCs a partir de monocitos de sangre periférica, se añadió BMP-4 al 
cóctel de diferenciación y el fenotipo de las iDCs resultantes fue comparado al de las 
células diferenciadas en condiciones control. Dos de las particularidades que 
caracterizan a las MoDCs, expresión de CD1a y pérdida de CD14, no fueron alteradas 
por ninguna de las dosis ensayadas de BMP-4 (Figura 6A). Igualmente, la expresión de 
los marcadores de maduración CD80, CD86 y de la molécula del MHC de clase II, 
HLA-DR, no mostraron ninguna alteración a causa de la presencia de BMP-4 a lo largo 
del proceso de diferenciación de las MoDCs (Figura 6A). A continuación se estudió la 
capacidad de las iDCs generadas para estimular la proliferación de linfocitos T 
CD4+CD45RA+ alogénicos, encontrándose de nuevo que la adición de BMP-4 al medio 
de diferenciación no alteraba la capacidad aloestimuladora de estas células y 
corroborando, por tanto, las observaciones realizadas a nivel de fenotipo (Figura 6B). 
 
 Por último, se evaluó si la adición de ligandos BMP durante la diferenciación de 
las DCs podría tener alguna repercusión sobre su capacidad para aumentar la expresión 
de marcadores de maduración en respuesta a la estimulación con citoquinas pro-
inflamatorias. Aunque el análisis por citometría de flujo tras la estimulación de las iDCs 
mostró una mayor expresión de CD86 en las células que habían sido diferenciadas en 
presencia de BMP-4 respecto a las células control, las modificaciones en la expresión 
del resto de marcadores estudiados no mostraron una tendencia clara en uno u otro 
sentido (Figura 6C). Se podría decir, por lo tanto, que la activación de la vía de 
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señalización BMP durante la diferenciación de las iDCs no alteró la capacidad de estas 
células para alcanzar un fenotipo maduro en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias. 
  
  
 Figura 6. La activación de la vía de señalización BMP no afecta a la diferenciación y 
funcionalidad de las MoDCs. iDCs fueron diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica 
mediante el cultivo con GM-CSF e IL-4 en ausencia (Ctrl) o presencia de BMP-4 a las concentraciones 
indicadas. (A) Tras 6 días de diferenciación, la expresión de diferentes moléculas de superficie fueron 
analizadas por citometría de flujo. (B) Adicionalmente, iDCs diferenciadas en ausencia (Ctrl) o 
presencia de diferentes dosis de BMP-4 fueron cultivadas con linfocitos T CD4+ vírgenes alogénicos. 
Tras 5 días de co-cultivo, se añadió BrdU durante las siguientes 12 h y un kit específico fue empleado 
para medir la incorporación de BrdU al ADN de nueva síntesis. Los resultados son representativos de 2 
experimentos independientes. Se muestra la media ± desviación estándar de los triplicados. (C) Las 
MoDCs generadas en ausencia o presencia de BMP-4 (1, 10 y 100 ng/ml) fueron estimuladas durante 36 
horas con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias y la expresión de marcadores de maduración fue 
analizada por citometría de flujo. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 
En todos los histogramas la línea discontinua indica los niveles basales de fluorescencia en células sin 
teñir.  
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 3. EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN EXÓGENA DE LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN BMP SOBRE LAS iDCs 
 
 3.1 BMP aumenta la supervivencia de las iDCs pero no de las mDCs 
 
A tenor de los resultados anteriormente mostrados, la activación de la vía de 
señalización BMP no parece afectar al proceso de diferenciación de las MoDCs. Sin 
embargo, la capacidad de iDCs y mDCs para responder al ligando BMP-4 fosforilando 
a Smad-1/5/8 y modulando la expresión de los genes ID, nos hizo plantearnos si esta vía 
de señalización podría desempeñar alguna función en las DCs una vez diferenciadas. 
Puesto que las proteínas BMP actúan como factores de supervivencia para distintos 
tipos celulares, el primer acercamiento para dilucidar el papel de la vía de señalización 
BMP en las DCs fue estudiar si la estimulación de de esta vía podría tener un efecto 
anti-apoptótico en estas células. Tras 36 horas de cultivo en ausencia de factores de 
crecimiento, la presencia de BMP-4 en el medio fue capaz de incrementar la 
supervivencia de las iDCs a cualquiera de las dosis ensayadas, reduciéndose más de la 
mitad el porcentaje de células apoptóticas cuando la dosis de 1 ng/ml fue ensayada 
(Figura 7A). Aunque en algunos experimentos también pudo observarse en las mDCs 
un efecto protector del tratamiento con BMP-4 sobre la muerte celular inducida por 
privación de factores de crecimiento, en ninguna de las dosis ensayadas este efecto de 
fue de la magnitud observada en las iDCs. 
 
Para estudiar cual podría ser el mecanismo molecular por el cual la vía de 
señalización BMP aumenta la supervivencia de las iDCs, se determinaron los niveles de 
expresión de proteínas de la familia Bcl-2, que previamente han sido implicadas en el 
control de la supervivencia de las DCs171-173. El análisis por citometría de flujo permitió 
observar que los niveles de Bcl-XL, proteína anti-apoptótica, y Bax, pro-apoptótica, no 
se modificaban por el tratamiento con BMP-4 (Figura 7B). Por el contrario, sí se 
observó un importante incremento en la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2, 
que, por tanto, podría ser el mecanismo responsable del aumento de la supervivencia 
inducido por la vía de señalización BMP en las iDCs.  
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 Figura 7. La estimulación de la vía de señalización BMP incrementa la supervivencia de las 
iDCs a través de un aumento en la expresión de Bcl-2. (A) Determinación de la viabilidad de iDCs 
(barras grises) y mDCs (barras blancas) tras 36 h de cultivo en medio libre de factores de crecimiento 
suplementado o no (Ctr) con diferentes dosis de BMP-4. El porcentaje de células apoptóticas fue 
determinado mediante tinción con Anexina V y ioduro de propidio. Las células apoptóticas fueron 
definidas como Anexina V positivas, ioduro de propidio negativas. Los resultados representan la media ± 
desviación estándar de 3 a 4 experimentos independientes (*p≤0,05; **p≤0,01; mediante prueba t). (B) 
La expresión de las proteínas Bcl-2, Bcl-XL y Bax fue determinada por citometría de flujo en iDCs no 
tratadas (Ctr) y tratadas (BMP4) con BMP-4. Las líneas discontinuas indican los niveles basales de 
fluorescencia en células teñidas únicamente con los anticuerpos secundarios. Los porcentajes de células 
positivas son indicados en cada histograma. 
 
 
 3.2 La activación de la vía de señalización BMP induce la maduración 
fenotípica de las MoDCs 
 
A continuación se estudió el efecto de la activación de la vía de señalización 
BMP sobre el fenotipo de las iDCs evaluando el impacto del tratamiento con BMP-4 
sobre la expresión de diferentes marcadores de maduración. La adición al medio de 
BMP-4 resultó en un aumento gradual, a lo largo de 60 horas, de la expresión de las 
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86 (Figura 8A y B). Igualmente se 
incrementaron los niveles de expresión y el porcentaje de células que expresaban el 
marcador de maduración CD83 y los ligandos de PD-1, PD-L1 y PD-L2. Por último, el 
tratamiento con BMP-4 no modificó la expresión del receptor  de manosa 
(MMR/CD206) (datos no mostrados). 
 
Al comparar con otros estímulos de maduración se observó que las 
características fenotípicas alcanzadas por las DCs tratadas con BMP-4 eran muy 
similares a las de aquellas estimuladas con CD40-L, y comparables a los efectos de 
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otros estímulos de maduración típicos como LPS y TNF (Figura 8). Asimismo, la 
adición simultánea del inhibidor DM junto con BMP-4 bloqueó de manera selectiva la 
inducción de los marcadores de maduración estudiados (Figura 8, paneles inferiores), 
demostrándose de este modo que el efecto observado tras la estimulación con BMP-4 se 
debía específicamente a la activación de la vía canónica de señalización BMP. 
 
 
 
 Figura 8. Análisis de la expresión de marcadores de maduración en iDCs en respuesta a la 
estimulación de la vía de señalización BMP. Tras 6 días de diferenciación, se añadió BMP-4 (50 ng/ml) 
a los cultivos de las iDCs y la expresión de marcadores de maduración fue analizada por citometría de 
flujo antes y después del tratamiento. Los resultados muestran la intensidad media de fluorescencia (A) y 
el porcentaje de células positivas (B) para cada marcador en los tiempos indicados a lo largo de 60 
horas. Las barras representan la media ± desviación estándar de 4-6 experimentos independientes 
(*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,005; mediante prueba t). (C) Las iDCs fueron tratadas o no durante 60 h 
con diferentes estímulos madurativos o BMP-4. Adicionalmente, iDCs fueron tratadas simultáneamente 
con BMP-4 más el inhibidor DM (BMP4/DM) también durante 60 horas. La intensidad media de 
fluorescencia es mostrada en cada histograma. Los resultados son representativos de al menos 3 
experimentos independientes. El tratamiento con DM y BMP-4 no afectó significativamente a la 
viabilidad celular. 
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 3.3 BMP no modifica la actividad endocítica de las MoDCs 
 
Las iDCs presentan una alta capacidad endocítica que tras el estímulo 
madurativo sufre un incremento transitorio de unas horas para bloquearse en la 
condición madura. Puesto que nuestros resultados indicaban que la estimulación BMP 
suponía un estímulo madurativo para las DCs, estudiamos también su repercusión sobre 
la capacidad endocítica de estas células. Transcurridas 36 horas tras la adición de BMP-
4, la ausencia de diferencias en la captación de dextrano entre las iDCs tratadas con 
BMP-4 y las iDCs control indicó que la endocitosis mediada por receptor no se veía 
alterada por el tratamiento. Estos resultados están en línea con la ausencia de efecto de 
la estimulación BMP sobre la expresión del receptor de manosa MMR/CD206. 
Adicionalmente, se observó en iDCs tratadas con BMP-4 un ligero aumento no 
significativo de la endocitosis no específica empleando la captación de amarillo Lucifer 
como un indicador de esta actividad endocítica (Figura 9).  
 
Figura 9. La estimulación de la vía de señalización BMP no modifica la 
capacidad endocítica de las iDCs. iDCs diferenciadas a partir de monocitos 
fueron cultivadas durante 36 h en presencia o ausencia de BMP-4 (50 
ng/ml). Tras el tratamiento, la endocitosis de fase fluida inespecífica y 
mediada por receptor después de 1 hora de incubación con el compuesto 
Amarillo Lucifer (1mg/ml) o con Dextrano conjugado al fluorocromo FITC 
(100 g/ml) respectivamente, fue determinada mediante citometría de flujo. 
La gráfica muestra la media ± desviación estándar de los porcentajes de 
células positivas de 4 experimentos independientes. 
 
 
 
 
 3.4 La vía de señalización BMP regula la producción de citoquinas en las 
iDCs 
 
La maduración de las DCs es un proceso asociado al incremento en la capacidad 
de producir un amplio espectro de citoquinas. Para estudiar el efecto de la señalización 
BMP sobre esta cualidad de las DCs, el sobrenadante de las iDCs cultivadas durante 36 
horas en presencia de BMP-4 fue ensayado para la determinación de los niveles de 
TNF, IL-8, IL-10, IL-6, IL-1 e IL-12p70. Los resultados obtenidos muestran que el 
tratamiento con BMP-4 incrementó de forma significativa la secreción de IL-8 por iDCs 
(Figura 10). Aunque de menor magnitud, también fue observado un aumento en la 
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producción de IL-10, IL-6 y TNF en las iDCs estimuladas con BMP-4. Por el 
contrario, la secreción al medio de IL-1 al igual que la de IL-12p70, no se vieron 
afectadas por BMP-4 (Figura 10). Esta última fue producida a niveles muy bajos o 
indetectables en ambos tratamientos, control y BMP-4 (datos no mostrados). 
 
Figura 10. Producción de citoquinas 
por iDCs en respuesta a la 
estimulación de la vía de señalización 
BMP. Tras 6 días de diferenciación, 
los sobrenadantes de iDCs antes y 
después de 36 horas de cultivo en 
presencia de BMP-4 (50 ng/ml) fueron 
recogidos y ensayados para la 
presencia de diferentes citoquinas 
mediante ELISA. Para cada citoquina, 
las gráficas de dispersión muestran las 
concentraciones determinadas en 7 
experimentos independientes y el valor 
medio (*p≤0,05; mediante prueba t). 
 
 
 
 
 
 3.5 La capacidad aloestimuladora de las iDCs es potenciada tras la 
estimulación de la vía de señalización BMP 
 
Continuando con la caracterización funcional de las iDCs tras la estimulación de 
la vía de señalización BMP, se llevó a cabo el co-cultivo con linfocitos T CD4+ vírgenes 
alogénicos para evaluar su capacidad aloestimuladora. A los 6 días de co-cultivo se 
pudo observar que las iDCs estimuladas con BMP-4, al igual que las mDCs, eran más 
eficientes en inducir la respuesta proliferativa de los linfocitos T que las iDCs que no 
habían sido tratadas (Figura 11A).  Así, cuando 5·104 DCs estimuladas con BMP-4 
fueron usadas como células estimuladoras, la respuesta proliferativa de los linfocitos T 
fue el doble que la inducida por las iDCs control. 
 
De forma consecuente con los resultados anteriores, los niveles de IFN 
secretados al medio en los co-cultivos DC-linfocito T se vieron incrementados al usar 
como células estimuladoras iDCs cultivadas en presencia del ligando BMP-4 en 
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comparación con las no tratadas (Figura 11B). En cambio, no hubo diferencias 
remarcables sobre la producción de IL-10, IL-4 e IL-12p70 en esos co-cultivos. 
 
 
 
 Figura 11. La estimulación de la vía de señalización BMP aumenta la capacidad de las iDCs 
para estimular células T. Tras 36 horas de cultivo en ausencia de tratamiento (iDCs) o en presencia de 
BMP-4 (iDC + BMP-4) o LPS (mDCs), las DCs fueron empleadas para estimular células T CD4+ 
vírgenes alogénicas a los ratios DC/célula T indicados. (A) Después de 5 días de co-cultivo, se adicionó 
BrdU al medio y tras 12 horas la cantidad de BrdU incorporada en el DNA sintetizado de novo fue 
determinada con un kit específico. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 
(B) Adicionalmente, los sobrenadantes de los co-cultivos con el ratio DC/célula T más alto fueron 
recogidos a los 6 días y ensayados para los niveles de diferentes citoquinas mediante ELISA. La gráfica 
muestra la media ± desviación estándar de 2 experimentos independientes. 
 
 
 3.6 La señalización BMP regula la expresión de los genes RUNX en las iDCs 
 
Los factores de trascripción RUNX son habitualmente descritos como diana de 
la vía de señalización BMP, e incluso se ha demostrado que las proteínas RUNX y las 
BR-Smad pueden interaccionar físicamente al activar la señalización BMP y, de forma 
cooperativa, regular la trascripción de diferentes genes diana21,174. Por otro lado, se ha 
propuesto que RUNX3 podría participar en la adquisición del fenotipo maduro, además 
de otras características funcionales, que tienen lugar durante el proceso de maduración 
de las DCs175-178. Por lo tanto, se investigó si los componentes de la familia RUNX 
podrían estar relacionados con los efectos de la activación de la vía de señalización 
BMP sobre la adquisición de características maduras en las iDCs. Para ello, iDCs fueron 
cultivadas en presencia o ausencia de BMP-4 durante 1 hora y se analizó por RT-PCR 
cuantitativa en tiempo real la tasa transcripcional de los factores de trascripción RUNX. 
Como muestra la Figura 12A, las iDCs incrementaron la expresión de los tres 
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componentes de la familia RUNX en respuesta a la estimulación con BMP-4. De forma 
muy similar, al realizar el estudio comparativo entre iDCs y mDCs de la expresión de 
los genes RUNX, se pudo observar que el proceso de maduración de las DCs va 
acompañado de un incremento notable en la expresión de los tres miembros de la 
familia de factores de trascripción RUNX, fundamentalmente RUNX2 y RUNX3 
(Figura 12B).  
 
Figura 12. Regulación de la expresión de los 
genes RUNX por la activación de la vía de 
señalización BMP. (A) Análisis por RT-PCR 
cuantitativa a tiempo real de los niveles de 
ARNm para RUNX1, RUNX2 y RUNX3 en 
iDCs estimuladas (BMP4) o no (CTRL) con 
BMP-4 durante 1 hora. Los resultados 
muestran un experimento representativo de 3 
independientes. (B) Alternativamente, la 
expresión de los genes RUNX fue analizada 
por RT-PCR cuantitativa a tiempo real en 
mDCs y comparada a los niveles de las iDCs. 
Los resultados muestran la media ± 
desviación estándar de 6 experimentos 
independientes. En ambos casos (A y B) los 
datos mostrados se refieren a la expresión 
normalizada frente a la de GAPDH. 
 
 
 
 
 
 
 4. EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN EXÓGENA DE LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN BMP EN LA MADURACIÓN DE LAS DCs 
 
 4.1 La estimulación exógena de la vía de señalización BMP no modifica la 
expresión de marcadores de maduración en las mDCs 
 
Una vez demostrado que la iDCs eran capaces de adquirir una serie de 
características de células maduras en respuesta a la estimulación con un ligando BMP, 
la siguiente cuestión fue si las BMPs podría seguir regulando la expresión de diferentes 
marcadores en las DCs tras el proceso madurativo. Para responder a esta pregunta, las 
mDCs generadas tras el cultivo con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias fueron 
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estimuladas con BMP-4 y las posibles alteraciones producidas en el fenotipo fueron 
estudiadas por citometría de flujo a las 36 horas. Como muestra la Figura 13, la 
presencia de BMP-4 en el medio dio lugar únicamente a ligeros incrementos en la 
expresión de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86, mientras que la 
expresión del resto de marcadores de maduración estudiados no se vio modificada. 
 
 
 
 Figura 13. Análisis fenotípico del tratamiento con BMP en mDCs. Tras 6 días de 
diferenciación, mDCs fueron generadas tras la estimulación durante 36 horas con el cóctel de citoquinas 
pro-inflamatorias. Una vez maduras, las mDCs fueron tratadas durante 36 horas adicionales con  BMP-
4 (50 ng/ml) y la expresión de diferentes marcadores de maduración fue determinada por citometría de 
flujo antes y después del tratamiento. Las barras representan la media ± desviación estándar de las 
intensidades medias de fluorescencia de 3-6 experimentos independientes.  
 
 
 4.2 La adición exógena de BMP-4 durante la maduración de las DCs no 
modifica la adquisición del fenotipo maduro 
 
A continuación investigamos el posible efecto de la estimulación exógena de la 
vía de señalización BMP durante el proceso de maduración inducido por citoquinas pro-
inflamatorias. Para ello, el cóctel de citoquinas empleado para inducir la maduración de 
las iDCs fue suplementado o no con BMP-4 y, tras 36 horas de estimulación, el fenotipo 
de las mDCs generadas fue analizado por citometría de flujo. Como muestra la Figura 
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14, ninguno de los marcadores analizados en el estudio fenotípico mostró diferencias a 
causa de la adición exógena de BMP-4 durante la generación de las mDCs.  
 
 
 Figura 14. Análisis fenotípico del tratamiento con BMP durante la maduración de las DCs. 
iDCs fueron estimuladas durante 36 horas con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias solo (mDCs) o 
suplementado con BMP-4 (BMP-mDCs) y la expresión de marcadores de maduración fue analizada por 
citometría de flujo. Los resultados muestran la media ± desviación estándar de las intensidades medias 
de fluorescencia de al menos 2 experimentos independientes. 
 
 
 
 5. LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP SE ACTIVA DURANTE LA 
MADURACIÓN DE LAS DCs 
 
 5.1 Las MoDCs producen ligandos BMP 
 
Nuestros resultados demostraban que la estimulación exógena de la ruta de 
señalización BMP inducía la maduración de las iDCs. Por otro lado, diversos autores 
habían descrito previamente que los diferentes componentes del cóctel de citoquinas 
pro-inflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6 y PGE2), usado para generar mDCs en nuestro 
sistema, son capaces de estimular la producción de BMP en diferentes tipos 
celulares53,103,179-181. Ambos hechos nos llevaron a estudiar la posible existencia de una 
producción endógena de ligandos BMP por parte de las MoDCs durante el proceso de 
maduración inducido por el cóctel pro-inflamatorio. Inicialmente comenzamos el 
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estudio centrándonos en el ligando BMP-4, que es uno de los ligandos BMP más 
estudiados en cuanto a su relación con los sistemas inmunitario y hematopóyetico. 
Mediante RT-PCR se confirmó la presencia del tránscrito de BMP4 en iDCs y mDCs 
pero no en mocitos (Figura 15A). Para confirmar la producción y posterior secreción al 
medio de BMP-4, se determinaron por ELISA los niveles de BMP-4 en sobrenadantes 
de monocitos, iDCs y mDCs. De nuevo, los resultados del ELISA mostraron que los 
monocitos, en ausencia de factores de crecimiento, no son capaces de producir BMP-4 
(Figura 15B). Por el contrario, en todos los sobrenadantes de DCs ensayados fue posible 
detectar la presencia de la proteína BMP-4, estando aumentados en más de un 50% sus 
niveles en los cultivos de mDCs respecto a los de iDCs. 
 
Para determinar si además de BMP-4 otros BMPs eran inducidos como 
consecuencia del proceso de maduración, se analizó por RT-PCR cuantitativa en tiempo 
real la expresión de los genes que codifican para otros ligandos BMP que también se ha 
descrito que están implicados en el sistema inmunitario, como BMP-2, BMP-6 y BMP-
7. Como puede observarse en la Figura 15C, la expresión de BMP2 y BMP6 
experimentó un aumento considerable, de 4 y 7 veces respectivamente, tras la 
estimulación de las iDCs con el cóctel pro-inflamatorio. Al contrario del resto de 
ligandos BMP analizados, la expresión de BMP7 resultó disminuida tras el proceso de 
maduración de las DCs. 
 
Figura 15. Las MoDCs 
producen BMPs. (A) 
Análisis por RT-PCR de 
la expresión de BMP4 en 
monocitos, iDCs y mDCs. 
H2O y células totales de 
timo fueron empleadas 
como control negativo y 
positivo respectivamente. 
(B) Sobrenadantes de 
monocitos cultivados 
durante 36 horas en 
ausencia de factores de 
crecimiento, iDCs y 
mDCs fueron ensayados 
para la secreción de 
BMP-4 al medio 
mediante ELISA. Los 
resultados representan 7 experimentos independientes más la media (***p≤0,005; mediante prueba t). 
(C) Determinación de los niveles de ARNm de BMP2, BMP6 y BMP7 en iDCs y mDCs mediante RT-PCR 
cuantitativa a tiempo real. Los datos mostrados se refieren a la expresión normalizada frente a la de 
GNB2L1. Las barras representan la media ± desviación estándar de al menos 3 experimentos 
independientes (*p≤0,05; **p≤0,01; mediante prueba t). 
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 5.2 La vía canónica de señalización BMP se activa durante el proceso de 
maduración de las MoDCs 
 
A tenor de los resultados obtenidos que mostraban un incremento en la 
producción de BMP-4 tras la maduración de las DCs, se trató de profundizar en el 
estado de activación de la vía canónica de señalización BMP durante el proceso de 
maduración. Primeramente, se determinaron los niveles de producción de BMP-4 a lo 
largo de la maduración inducida por citoquinas pro-inflamatorias. Durante el cultivo con 
el cóctel de citoquinas a lo largo de 36 horas, los niveles de BMP-4 secretado al medio 
siguieron una cinética ascendente con un pico máximo a las 12 horas de estimulación 
que se mantuvo estable hasta el final del proceso (Figura 16A). 
 
Seguidamente, se investigó si el ligando BMP-4 liberado al medio era capaz de 
señalizar de forma autocrina/paracrina en las propias DCs. Como muestran los 
resultados, el proceso de maduración inducido por citoquinas pro-inflamatorias fue 
acompañado de un aumento en los niveles de Smad-1/5/8 fosforilada (Figura 16B), 
llegando a duplicarse dichos niveles a las 12 horas de cultivo con el cóctel pro-
inflamatorio y confirmando, de esta forma, que la maduración de las iDCs inducida por 
citoquinas pro-inflamatorias conlleva la activación de la vía canónica de señalización 
BMP. 
 
 
Figura 16. La vía de señalización BMP se activa durante el proceso de 
maduración de las MoDCs. (A) Los sobrenadantes de DCs estimuladas 
con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias fueron recogidos en los 
tiempos indicados a lo largo de 36 horas de cultivo para la determinación 
mediante ELISA de los niveles de BMP-4 secretados al medio. Los 
resultados representan un experimento representativo de 7 independientes. 
(B) Los niveles de Smad-1/5/8 fosforiladas fueron determinados en DCs 
mediante citometría de flujo antes y después de 12 horas de estimulación 
con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias. Como control negativo la 
tinción fue realizada con los anticuerpos pre-adsorbidos con el péptido 
bloqueante (perfiles grises). Un experimento representativo de 3 
independientes es mostrado. El porcentaje de células positivas y la 
intensidad media de fluorescencia son indicados en cada histograma.  
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 5.3 La vía de señalización de la p38 MAPK tiene un papel crítico en la 
inducción de la producción de BMPs durante la maduración de las DCs 
 
 El proceso de maduración de las iDCs supone la participación orquestada de 
diferentes vías de señalización. Puesto que la expresión de las proteínas BMP se induce 
durante dicho proceso, quisimos averiguar cuál de estas rutas podría estar regulando 
este fenómeno. Para ello, iDCs fueron maduradas en presencia de los inhibidores 
específicos para nueve de las proteínas que se han implicado en este proceso. Puesto 
que la expresión a nivel transcripcional de BMP6 sufre un incremento de gran magnitud 
tras el proceso de maduración de las DCs, se tomó el efecto de los diferentes inhibidores 
específicos sobre esta inducción como aproximación para evaluar la contribución de 
cada una de estas proteínas a la inducción de los ligandos BMP. Tras 4 horas de 
maduración en presencia de cada inhibidor específico, la expresión del gen que codifica 
para BMP6 fue analizada por RT-PCR cuantitativa en tiempo real y comparada a su 
expresión en la situación control. Como muestra la Figura 17, el bloqueo de las 
proteínas quinasas MEK/Erk, JNK, src y del factor de transcripción NFAT no alteró la 
expresión de BMP6 inducida durante la maduración de las DCs, mientras que la adición 
de wortmanina, compuesto inhibidor de la PI3K, tuvo como consecuencia un aumento 
en dicha inducción. Por otro lado, la inhibición del factor de transcripción NF-B y de 
las proteínas CaMKII y PKC dio como resultado una ligera disminución en los niveles 
del transcrito de BMP6. Por último, la proteína p38 MAPK fue la que parecía ejercer un 
papel más crítico sobre la regulación de la inducción de los ligandos BMP, puesto que 
su bloqueo disminuyó de forma considerable la expresión del gen estudiado. 
Concretamente, la adición del compuesto inhibidor de la p38 MAPK redujo la expresión 
de BMP6 en un 62% respecto al control. Es más, la inhibición de la p38 MAPK también 
tuvo un efecto negativo sobre la expresión de BMP2, reduciendo los niveles de su 
tránscrito un 90% respecto al control (datos no mostrados).  
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Figura 17. Regulación de la 
expresión de ligandos BMP 
inducida en MoDCs por la 
estimulación con citoquinas pro-
inflamatorias. iDCs fueron 
estimuladas durante 4 horas con un 
cóctel de citoquinas pro-
inflamatorias solo (control) o en 
presencia de los inhibidores 
específicos de las proteínas que se 
indican. Los niveles de tránscrito 
de BMP6 fueron determinados por 
RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
y normalizados frente a los de 
GNB2L1. La gráfica muestra la 
expresión de BMP6 en cada 
tratamiento relativa a la de las 
células control (barra en y=1). Se 
muestra la media ± desviación 
estándar de los duplicados de un 
experimento de 7 independientes. 
 
 
 6. PAPEL DE LA SEÑALIZACIÓN BMP AUTOCRINA/PARACRINA 
DURANTE LA MADURACIÓN DE LAS DCs 
 
 6.1 La vía canónica de señalización BMP participa en la regulación de las 
genes ID que se produce durante el proceso de maduración 
 
Los genes ID, clásicamente descritos como genes diana de la señalización BMP, 
han sido implicados en el proceso de diferenciación y maduración de diferentes 
subpoblaciones de DCs182-184. Como ya se ha comentado anteriormente, la estimulación 
de la vía de señalización BMP fue capaz de inducir la expresión de las proteínas IDs en 
MoDCs (Figura 4), por lo que se trató de estudiar el posible papel de la señalización 
BMP canónica en el control de la expresión de los genes ID durante la maduración de 
las DCs. Primeramente se analizó si la DM era capaz de bloquear la activación de la vía 
canoníca de señalización BMP inducida durante la maduración de las MoDCs. 
Efectivamente, tras 36 horas de estimulación, los niveles de Smad-1/5/8 fosforiladas de 
las DCs maduradas en presencia de DM (DM-mDCs) estaban reducidos respecto a las 
maduradas en situación control (mDCs) (Figura 18A). A continuación, se estudió el 
patrón de expresión de estos factores a nivel de tránscrito durante el proceso de 
maduración de las MoDCs. Mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real se pudo 
observar cómo la transcripción de ID1 e ID3 disminuía durante la maduración, llegando 
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a apagarse prácticamente por completo en el caso de ID3 (Figura 18B). De forma 
contraria, los niveles de ID2 experimentaron un aumento paulatino llegando a ser 7 
veces superiores en mDCs respecto a iDCs. Finalmente se compararon los niveles de 
expresión de estos genes en DCs cuya maduración se había producido en presencia o 
ausencia del inhibidor DM. El bloqueo de la vía canónica de señalización BMP fue 
capaz de frenar la pérdida de expresión de ID1 e ID3, puesto que ambos genes 
presentaron niveles de expresión por encima del control, siendo máxima esta diferencia 
a las 24 horas de estimulación (Figura 18C). De igual forma, la inducción de ID2 
mediada por el cóctel pro-inflamatorio se vio disminuida al inhibir la vía canónica de 
señalización BMP, llegando a reducirse los niveles de transcripción un 40% a las 24 
horas de estimulación a causa del tratamiento con DM. Estas observaciones indican que 
la vía canónica de señalización BMP participaría en la modulación de la expresión de 
los genes ID durante el proceso de maduración de las DCs. 
 
 
 
 Figura 18. Efecto del bloqueo de la vía canónica de señalización BMP sobre las BR-Smads 
fosforiladas y los genes ID durante la maduración de las MoDCs. iDCs fueron estimuladas con un 
cóctel de citoquinas pro-inflamatorias en ausencia (Ctrl) o presencia del inhibidor DM (DM) y los 
niveles de Smad-1/5/8 fosforilada a 36 horas (A) y la expresión de ID1, ID2 e ID3 en los tiempos 
indicados (B) fueron analizados por citometría de flujo y RT-PCR cuantitativa a tiempo real 
respectivamente. (A) Como control negativo la tinción fue realizada con los anticuerpos pre-adsorbidos 
con el péptido bloqueante (histograma relleno). Los resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes. (B) Las barras negras muestran la expresión de los genes ID en situación control. (C) 
Las barras grises representan la diferencia porcentual entre los niveles de expresión cuantificados en las 
células tratadas con DM y las células control maduradas en paralelo. Las gráficas representan la media 
± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. En ambos casos GNB2L1 fue 
empleado como control endógeno. 
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 6.2 La vía canónica de señalización BMP regula la expresión de las 
proteínas PD-L1 y PD-L2 en las DCs 
 
Una vez demostrado que la vía canónica de señalización BMP participa en el 
proceso de maduración de las DCs, nos propusimos estudiar qué papel podría jugar en 
uno de los fenómenos que acompañan a este proceso como es la adquisición del 
fenotipo maduro. Primeramente se analizó el efecto de la DM sobre la inducción de la 
expresión de diferentes marcadores de maduración. La presencia DM prácticamente no 
afectó al incremento en la expresión de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y 
CD86, así como de HLA-DR y CD83, o a la reducción en la expresión de MMR (datos 
no mostrados). Por el contrario, sí que produjo un bloqueo altamente significativo en la 
expresión de los ligandos PD-L1 y PD-L2 (Figura 19A y B). El efecto inhibidor de la 
DM sobre la inducción de los ligandos PD-L1 y PD-L2 durante la maduración fue dosis 
dependiente (Figura 19C, paneles izquierdos) y no podía ser atribuido a un efecto tóxico 
del tratamiento, dado que ninguna de las dosis ensayadas incrementó el porcentaje de 
células apoptóticas (Figura 19C, panel derecho). 
 
 
 
 Figura 19. Regulación de la expresión de PD-L1 y PD-L2 por la vía canónica de señalización 
BMP durante la maduración de las MoDCs. Las DCs maduraron durante 36h en presencia (DM-mDCs) 
o ausencia (mDCs) de DM 20 M y fueron posteriormente empleadas para su estudio por citometría de 
flujo. (A) Expresión de diferentes marcadores de maduración representada como la media ± desviación 
estándar de la intensidad media de fluorescencia de 10 experimentos independientes. (B) Expresión de 
PDL-1 y PDL-2. Las gráficas de cajas y bigotes muestran la mediana, los cuartiles y el ratio mínimo y 
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máximo de la intensidad media de fluorescencia de al menos 13 experimentos independientes (*p≤0,05; 
mediante test de Mann-Whitney-Wilcoxon). (C) La maduración de las iDCs fue llevada a cabo con un 
cóctel de citoquinas solo o con las dosis indicadas de DM y la expresión de PD-L1 y PD-L2 y el 
porcentaje de células apoptóticas (panel derecho) fueron determinados por citometría de flujo. El 
porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia son indicados en cada histograma. 
Las células apoptóticas fueron definidas como Anexina V positivas, ioduro de propidio negativas. 
 
 
Como ya se demostraba en la Figura 16, la señalización BMP se activa con la 
respuesta madurativa y se mantiene a lo largo del tiempo, encontrándose los niveles más 
altos de las BR-Smads fosforiladas en las DCs ya maduras. Para comprobar si la 
señalización BMP no solo mediaba la inducción de los ligandos de PD-1 durante la 
maduración, sino también su mantenimiento una vez alcanzado el estado maduro, se 
adicionó DM a DCs en estado maduro y se estudió su fenotipo tras 36 horas de cultivo. 
El bloqueo de la vía canónica de señalización BMP en las mDCs dio como resultado 
una disminución en la expresión de PD-L1 y PD-L2 respecto a los niveles iniciales del 
43% y del 67%, respectivamente (Figura 20). De nuevo demostrando un efecto 
específico sobre PD-L1 y PD-L2, este tratamiento no afectó a la expresión del resto de 
marcadores estudiados. 
 
Figura 20. Regulación de la expresión de PD-L1 y 
PD-L2 por la vía canónica de señalización BMP 
en mDCs. mDCs generadas tras la estimulación 
con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias fueron 
cultivadas adicionalmente durante 36h en presencia 
de DM y la expresión de marcadores de 
maduración fue analizada por citometría de flujo 
antes (mDCs) y después del tratamiento. La 
intensidad media de fluorescencia (MFI) de las 
células tratadas relativa a las de las células que no 
recibieron ningún tratamiento (mDCs, línea en 
x=1) es mostrada. Las barras representan la media 
± desviación estándar de al menos 2 experimentos 
independientes (**p≤0,01, mediante prueba t). 
 
 
Las proteínas de membrana PD-L1 y PD-L2 son ligandos de la proteína PD-1 e 
intervienen en la interacción inmunológica entre las DCs y los linfocitos T, enviando 
señales inhibidoras a éstos últimos. Su papel represor actúa como un mecanismo de 
regulación de la respuesta inmunitaria creándose, junto con las señales co-
estimuladores,  un balance entre señales activadoras e inhibidoras. Por lo tanto, un 
cambio que afecte únicamente a las señales represoras podría causar un desbalance que 
resultaría en última instancia en la alteración de la capacidad inmunogénica de las DCs. 
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Como muestra la Tabla 1, al calcular los ratios entre ambas señales inhibidoras y el 
resto de señales co-estimuladoras, se observó cómo la presencia de DM durante la 
maduración modificó el balance inhibidor/activador, generando unas mDCs con un 
perfil fenotípico de carácter más activador, lo cual, teóricamente, podría conferir a estas 
células una mayor capacidad inmunogénica. 
 
  mDCs DM-mDCs 
ratio PD-L1/molécula co-
estimuladora CD40 3.8 ± 0.73 2.44 ± 0.53 ** 
CD80 8.56 ± 1.22 5.69 ± 0.79 ** 
CD86 0.21 ± 0.02 0.16 ± 0.02 ** 
ratio PD-L2/molécula co-
estimuladora CD40 1.82 ± 0.27 1.09 ± 0.18 *** 
CD80 4.48 ± 0.54 3.06 ± 0.49 *** 
CD86 0.12 ± 0.02 0.09 ± 0.02 ** 
 
Tabla 1. El bloqueo de la vía de señalización BMP durante el proceso de maduración de las DCs 
disminuye el ratio de moléculas co-inhibidoras frente a moléculas co-estimuladoras. iDCs fueron 
cultivadas durante 36 horas con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias solo (mDCs) o suplementado 
con DM (DM-mDCs) y la expresión de las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80, CD86 y las 
moléculas inhibidoras PD-L1 y PD-L2 fue analizada por citometría de flujo. La tabla muestra los ratios 
de la intensidad media de fluorescencia entre PD-L1 o PD-L2 y cada molécula co-estimuladora. Los 
resultados representan la media ± desviación estándar de 10 experimentos independientes (**p≤0,01; 
***p≤0,001; mediante prueba t). 
 
 
 6.3 El bloqueo de vía canónica de señalización BMP no altera la producción 
de citoquinas durante la maduración de las DCs 
 
Como otra característica propia del proceso madurativo de las DCs, se estudió si 
la producción de citoquinas por las mDCs podría verse afectada por el bloqueo de la 
señalización canónica BMP. Para ello, los sobrenadantes de DM-mDCs y mDCs fueron 
ensayados para la determinación de los niveles de citoquinas que no estaban presentes 
en el cóctel de maduración. Tras 36 horas de estimulación con citoquinas pro-
inflamatorias, aparte de un leve incremento en los niveles de IL-10, la presencia de DM 
en el medio no modificó los niveles de las citoquinas IL-12 e IL-8 respecto a la 
situación control (Figura 21). 
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Figura 21. La producción de citoquinas por mDCs no se ve 
afectada por el bloqueo de la vía canónica de señalización 
BMP. Los sobrenadantes de células maduradas en 
presencia (DM-mDCs) o ausencia (mDCs) de DM 20 M 
fueron recogidos tras 36 horas de estimulación y ensayados 
para la determinación de los niveles de IL-12p70, IL-8 e IL-
10 mediante ELISA. La media ± desviación estándar de 9 
experimentos independientes es mostrada. 
 
 
 6.4 La capacidad aloestimuladora de las mDCs se potencia al bloquear la 
vía canónica de señalización BMP durante su maduración 
 
Siguiendo con la caracterización funcional de las DM-mDCs, se analizó la 
capacidad aloestimuladora de estas células. El co-cultivo con linfocitos T CD4+ 
vírgenes alogénicos dio como resultado un incremento en la respuesta proliferativa 
inducida en los linfocitos T al emplear DM-mDCs como células estimuladoras (Figura 
24A y B). Este resultado confirmaría el mayor carácter inmunogénico de las DM-mDCs 
que fue inferido a partir del estudio fenotípico anteriormente comentado. 
 
 
 
 Figura 22. El bloqueo de la vía canónica de señalización BMP durante la maduración de las 
DCs potencia la capacidad de las mDCs para estimular a células T. mDCs generadas tras la 
estimulación con un cóctel de citoquinas solo (mDCs, cuadrados y barras grises) o suplementado con 
DM (DM-mDCs, cuadrados y barras negras) fueron cultivadas con linfocitos T CD4+ vírgenes 
alogénicos a diferentes ratios. Durante las 12 últimas horas de los 6 días de co-cultivo se adicionó BrdU 
al medio y la cantidad de BrdU incorporada en el ADN sintetizado de novo fue determinada mediante un 
kit específico. Los resultados muestran un experimento representativo (A) y la media ± desviación 
estándar del ratio 1/8 mDC-linfocito T de 3 experimentos independientes (B) (*p≤0,05; mediante prueba 
t). (C) Los sobrenadantes de los co-cultivos fueron recogidos a los 6 días y ensayados para los niveles de 
IFN e IL-2 mediante ELISA. Las barras muestran la media ± desviación estándar de 2 experimentos 
independientes. 
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De forma paralela, los sobrenadantes de los co-cultivos mDC-linfocito T fueron 
empleados para la determinación de niveles de citoquinas, encontrándose que, de forma 
coherente con los datos de proliferación, las DM-mDCs indujeron una producción de 
IL-2 muy por encima de la inducida por las mDCs (Figura 24C). Por otro lado, y de 
forma inesperada, los niveles de IFN secretados no se vieron aumentados como sería 
previsible cuando DM-mDCs fueron empleadas como estimuladoras (Figura 24C).  
 
 
 6.5 El bloqueo de la ruta canónica de señalización BMP durante la 
maduración de las MoDCs aumenta su capacidad para activar células NK 
 
En los últimos años, se ha enfatizado de forma considerable el papel de la 
interacción entre células NK y DCs como parte de la regulación de la inmunidad innata 
y de las fases tempranas de la subsiguiente respuesta inmunitaria adaptativa185. Por este 
motivo quisimos estudiar si la mayor capacidad estimuladora adquirida por las mDCs 
como consecuencia de la inhibición de la vía canónica de señalización BMP durante el 
proceso de maduración podría afectar a esta interacción. Tras 14 horas de co-cultivo, las 
DM-mDCs indujeron de forma más eficiente la capacidad citotóxica de las células NK 
autólogas contra la línea tumoral K562, llegando a aumentar el porcentaje de 
citotoxicidad específica hasta un 40% respecto a las células NK cultivadas con mDCs 
(Figura 23A). Estos resultados reflejan una capacidad aumentada de las DM-mDCs para 
estimular la actividad citotóxica de las células NK. Sin embargo, los niveles de IFN 
determinados en los sobrenadantes tras el co-cultivo mDCs-células NK fueron 
inferiores cuando DM-mDCs fueron empleadas como células estimuladoras (Figura 
23B). 
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 Figura 23. El tratamiento con DM durante la maduración de las DCs incrementa su 
capacidad para activar a las células NK. Células NK fueron cultivadas con mDCs autólogas maduradas 
en ausencia (mDC + NKs) o presencia (DM-mDCs + NKs) de DM. (A) Tras 24 horas, las células NK 
fueron recolectadas y co-cultivadas con la línea tumoral K562 a diferentes ratios célula efectora/célula 
diana (E/D). El porcentaje de lisis específica fue determinado a las 4 horas a partir de la actividad 
lactato deshidrogenasa detectada en el sobrenadante de los co-cultivos. La gráfica muestra la media ± 
desviación estándar de 4 experimentos independientes. *p≤0,05; mediante prueba t. (B) De forma 
paralela, los sobrenadantes de los co-cultivos mDC-célula NK fueron ensayados para IFN mediante 
ELISA. Las barras representan la media ± desviación estándar de 2 experimentos independientes. 
 
 6.6 La vía canónica de señalización BMP regula la expresión del factor de 
transcripción IRF-1 durante la maduración de las DCs 
 
La familia de factores de transcripción IRF se ha revelado como un conjunto de 
proteínas reguladoras con un papel crucial en diferentes aspectos de la biología de las 
DCs186,187. Más concretamente, se ha demostrado que componentes de esta familia 
participan de forma activa en el proceso de maduración ya sea vía TLR186 o tras la 
estimulación con factores pro-inflamatorios como TNF y PGE2188. Uno de los 
miembros de esta familia, IRF1, ha sido propuesto como un factor esencial para la 
expresión inducida del ligando PD-L1189. Dado que el bloqueo de la vía canónica de 
señalización BMP durante la maduración de las DCs afecta principalmente a la 
expresión de PD-L1 y PD-L2, nos propusimos investigar si el efecto observado podría 
estar mediado por un cambio en los niveles del factor de trascripción IRF1. El análisis 
por RT-PCR cuantitativa en tiempo real reveló que los niveles del tránscrito de IRF1 en 
DM-mDCs se encontraban reducidos a casi la mitad respecto a los observados en la 
situación control (Figura 24A). Por el contrario, el tratamiento con DM no alteró los 
niveles del tránscrito de IRF8, factor de trascripción que al igual que IRF1 es inducido y 
participa en el proceso de maduración. En coherencia con los niveles de tránscrito, el 
análisis por citometría de flujo de la expresión de la proteína IRF1 mostró que el 
tratamiento con DM disminuía de forma considerable, y dosis-dependiente, los niveles 
de este factor de transcripción (Figura 24B). El bloqueo de la vía canónica de 
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señalización BMP llegó a reducir a más de la mitad el porcentaje de células con una alta 
expresión de IRF1 cuando la dosis mayor de DM fue ensayada. Para comprobar si la 
expresión de PD-L1 y PD-L2 estaba regulada de forma directa por IRF1 en las DCs, se 
empleó la técnica de nucleofección con siRNAs con el objetivo de silenciar la expresión 
de IRF1. Tras la nucleofección con los correspondientes siRNAs, las iDCs fueron 
estimuladas con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias y a las 36 horas los niveles del 
ARNm de IRF1 fueron determinados por PCR cuantitativa a tiempo real, observándose 
una reducción en la expresión de IRF1 de aproximadamente el 50% en aquellas células 
nucleofectadas con el siRNA especifico de IRF1 respecto a las células control (Figura 
24C). Asimismo, el silenciamiento de IRF1 previo a la maduración de las iDCs dio 
como resultado una reducción en la expresión de PD-L1 y PD-L2, mientras que el resto 
de marcadores analizados no fueron afectados (Figura 24D y E). 
 
 
 Figura 24. Implicación de IRF1 en la modulación de PD-L1 y PD-L2 a cargo de la vía de 
señalización BMP. (A) Análisis por RT-PCR cuantitativa a tiempo real de la expresión de IRF8 e IRF1 
en iDCs y mDCs maduradas tras la estimulación con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias solo 
(mDCs) o suplementado con DM (DM-mDCs). Los datos mostrados se refieren a la expresión 
normalizada frente a la de GAPDH. Para cada gen, las gráficas de dispersión muestran 5 experimentos 
independientes más el valor medio (*p≤0,05; mediante prueba t). (B) iDCs fueron maduradas con el 
cóctel de citoquinas solo (Ctrl) o con las dosis indicadas de DM y los niveles de la proteína IRF1 fueron 
determinados por citometría de flujo. El porcentaje de células que expresan altos niveles de IRF1 y la 
intensidad media de fluorescencia son indicados en cada histograma. (C-E) iDCs fueron nucleofectadas 
con un ARN de interferencia control (Ctrl-siRNA) o específico de IRF1 (IRF1-siRNA) y maduradas de 
forma estándar con el coctel de citoquinas pro-inflamatorias. Tras 36 horas de estimulación, los niveles 
de IRF1 fueron determinados por PCR cuantitativa a tiempo real (C) y la expresión en membrana de PD-
L1 y PD-L2 (D) y otros marcadores de maduración (E) fue analizada mediante citometría de flujo. La 
intensidad media de fluorescencia es mostrada en cada histograma. Los resultados son representativos 
de 2 experimentos independientes 
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Al estudiar la cinética de expresión del gen IRF1 a lo largo del proceso de 
maduración, se pudo observar cómo la presencia de DM durante la maduración de las 
DCs bloqueó casi por completo la inducción de IRF1 durante las 10 primeras horas de 
estimulación (Figura 25A). Al igual que en la condición control, la cinética de expresión 
de IRF1 en las DM-mDCs mostró un incremento entre las 24 y 36 horas, pero se 
mantuvo en todo momento por debajo de la expresión en las DCs control (Figura 25A). 
Estos resultados apuntaban a un efecto directo de la vía canónica de señalización BMP 
sobre la expresión de IRF1. Para analizar si IRF1 podía ser considerado un gen diana de 
la vía canónica de señalización BMP en las DCs, iDCs fueron estimuladas durante una 
hora con BMP-4 y la expresión de IRF1 se analizó por RT-PCR cuantitativa en tiempo 
real. En todos los individuos estudiados, la estimulación con BMP-4 dio como resultado 
un incremento modesto en la expresión de IRF1 (Figura 25B). Dado que existía la 
posibilidad de que los niveles basales de señalización BMP autocrina pudiesen 
enmascarar el efecto de la adición exógena de BMP-4, la expresión de IRF1 fue 
estudiada tras la adición de DM previamente a la estimulación con BMP-4. 
Efectivamente, la inhibición de la vía canónica de señalización BMP no solo bloqueó la 
expresión de IRF1 inducida por BMP-4 sino que dicha expresión cayó más de un 40% 
respecto a la expresión basal de las células no tratadas (Figura 25B). 
 
Figura 25. IRF1 como gen diana de la vía de 
señalización BMP en DCs. (A) iDCs fueron estimuladas 
con un cóctel de citoquinas pro-inflamatorias en 
ausencia (mDCs) o presencia (DM-mDCs) del inhibidor 
DM y la expresión de IRF1 fue analizada por RT-PCR 
cuantitativa a tiempo real en los tiempos indicados a lo 
largo de 36 horas. GNB2L1 fue empleado como control 
endógeno. La gráfica muestra los resultados de un 
experimento representativo de 3 independientes. (B) iDCs 
fueron cultivadas durante 1 h en presencia de BMP-4 
(100 ng/ml) solo (barra gris claro) o junto con el 
inhibidor DM 2 M (barra gris oscuro) y los niveles de 
ARNm de IRF1 fueron analizados mediante RT-PCR 
cuantitativa a tiempo real. iDCs no tratadas fueron 
empleadas para determinar los niveles basales de IRF1 (barra blanca). Los datos mostrados se refieren a 
la expresión normalizada frente a la de GAPDH. Los resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes. 
 
 
 6.7 La vía canónica de señalización BMP regula la expresión de PD-L1 y 
PD-L2 inducida por citoquinas pro-inflamatorias en las cDCs de sangre periférica 
también a través de IRF1 
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 Finalmente, quisimos comprobar si el mecanismo de regulación de las proteínas 
PD-L1 y PD-L2 por parte de la vía canónica de señalización BMP observado en las 
MoDCs también estaba presente en otra población de DCs. De entre las diferentes 
poblaciones de DCs circulantes en humano,  la población de cDCs BDCA-1+ (cDCs) es 
la única en la que se ha demostrado un incremento en la expresión de ligandos de PD-1 
en respuesta al cóctel de citoquinas pro-inflamatorias empleado en nuestro sistema148. 
Por lo tanto, nos propusimos averiguar si la vía canónica de señalización BMP también 
podría estar implicada en la expresión de PD-L1 y PD-L2 en las cDCs. Como primera 
aproximación se determinó la expresión de ligandos BMP en cDCs en respuesta a la 
estimulación con el mismo cóctel de citoquinas empleado con las MoDCs. Al igual que 
sucedía en MoDCs, la expresión de BMP2 y BMP6 por las cDCs se vio incrementada a 
consecuencia de la estimulación con el cóctel de citoquinas (Figura 26A). Este 
incremento, de hasta 40 veces en el caso de BMP6, no fue observado para BMP7 cuya 
expresión, por el contrario, llegó a disminuir ligeramente. 
 
 Una vez demostrado que las citoquinas pro-inflamatorias inducen la expresión 
de ligandos BMP en cDCs, sumado al efecto positivo de la estimulación con BMP-4 
sobre la expresión de PDL1 principalmente (Figura 26B), el siguiente paso fue analizar 
el efecto del bloqueo de la vía de señalización BMP sobre el fenotipo de la cDCs 
estimuladas. Como muestra la Figura 26C, el cultivo de las cDCs con el cóctel pro-
inflamatorio fue capaz de inducir la expresión de PD-L1 y PD-L2, alcanzándose un 91% 
de células dobles positivas para estos marcadores. Sin embargo, el bloqueo de la 
señalización canónica BMP redujo de forma dosis dependiente dicha inducción, 
llegando a reducir el porcentaje de células dobles positivas a un 8% con la dosis más 
alta de DM ensayada (Figura 26C). De forma muy similar a los resultados obtenidos 
con las MoDCs, el efecto de la DM sobre la expresión de los PD-Ls en cDCs fue 
específico, puesto que ninguno de los restantes marcadores de maduración analizados 
fue alterado por el tratamiento (Figura 27D). 
 
 A continuación se estudió si, al igual que en las MoDCs, el bloqueo en la 
expresión de los PD-Ls podría deberse a una disminución en los niveles del factor de 
transcripción IRF1. Para responder a esta pregunta se determinaron por citometría de 
flujo los niveles de la proteína IRF1 en las cDCs tras la estimulación con el cóctel pro-
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inflamatorio en presencia o ausencia de DM. La presencia del inhibidor durante la 
maduración de las cDCs redujo de forma considerable los niveles de IRF1 
disminuyendo el porcentaje de células con una alta expresión de esta proteína de un 
76% a un 30% con la dosis más alta de DM (Figura 26E). Este resultado sugiere que los 
efectos de la DM observados en el fenotipo de las cDCs podrían estar mediados por una 
disminución en la expresión del factor de transcripción IRF1 y que, por lo tanto, el 
mecanismo observado en MoDCs estaría funcionando también en este tipo celular. 
 
Figura 26. Regulación 
de la expresión de PD-
L1 y PD-L2 por la vía 
canónica de 
señalización BMP en 
cDCs. cDCs aisladas de 
sangre periférica y 
cultivadas durante 36 
horas en medio de 
cultivo solo (cDCs) o en 
presencia de un cóctel 
de citoquinas pro-
inflamatorias (CC-
cDCs) fueron empleadas 
para la determinación 
de la expresión de 
BMP2, BMP6 y BMP7 
mediante PCR 
cuantitativa a tiempo 
real. GNB2L1 fue usado 
como control endógeno. 
La gráfica muestra la media ± desviación estándar de 2 experimentos independientes. Adicionalmente, la 
expresión de PD-L1 y PD-L2 (B), además de otros marcadores de maduración y del porcentaje de 
células apoptóticas (C), fueron determinados mediante citometría de flujo tras 36 horas de estimulación 
con el cóctel de citoquinas solo o suplementado con las dosis de DM indicadas. (D) De forma 
alternativa, las cDCs tratadas en las mismas condiciones fueron permeabilizadas para determinar los 
niveles de IRF1 intracelular mediante citometría de flujo. (E) El efecto de BMP-4 sobre la expresión de 
PD-L1 y PD-L2 en cDCs fue analizado por citometría de flujo tras 60-84 horas de cultivo en presencia o 
ausencia del ligando. Los porcentajes correspondientes a cada cuadrante y el porcentaje de células 
positivas e intensidad de fluorescencia media son indicados en los gráficos de puntos e histogramas 
respectivamente. Los resultados son representativos de 2-5 experimentos independientes. 
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 7. LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP SE INDUCE EN MoDCs EN 
RESPUESTA A DIFERENTES ESTÍMULOS MADURATIVOS 
 
Varios trabajos han demostrado que la estimulación con TNFα en diferentes 
tipos celulares es capaz de activar la vía de señalización BMP a través de un incremento 
en la expresión de ligandos BMP180,181,190-192. Dado que TNFα es uno de los 
componentes del cóctel pro-inflamatorio empleado en nuestro sistema de maduración de 
DCs, nos propusimos finalmente averiguar la contribución de esta citoquina a la 
producción de BMP-4 inducida durante la maduración de estas células. Para ello, se 
estimularon iDCs con TNFα solo y con el cóctel de citoquinas sin TNFα y la 
producción de BMP-4 se comparó con la obtenida al estimular con el cóctel pro-
inflamatorio completo. Los resultados obtenidos por ELISA muestran que, tras 36 horas 
de cultivo, no se encontraron diferencias en los niveles de BMP-4 secretado al medio 
entre los tres tipos de estimulación empleados (Figura 27). A tenor de estos resultados, 
TNF no sería el único factor presente en el cóctel de citoquinas capaz de inducir la 
producción de ligandos BMP en las MoDCs. 
 
 
Figura 27. La producción de BMP-4 por mDCs no depende únicamente de 
TNF iDCs fueron estimuladas con el cóctel de citoquinas completo (CC), 
con TNF solo (TNF) o con el cóctel de citoquinas sin TNF. A las 36 
horas de cultivo los sobrenadantes fueron empleados para la determinación 
por ELISA de los niveles de BMP-4 secretado al medio. Los resultados 
muestran la media ± desviación estándar de 2 experimentos independientes. 
 
 
 
 
Estos resultados nos hicieron plantearnos si la producción de ligandos BMP por 
parte de las MoDCs se daría no solo en respuesta a la estimulación con citoquinas pro-
inflamatorias, sino más bien como un mecanismo intrínseco al proceso de maduración 
de estas células. Para probar esta hipótesis, se determinó la producción de BMP-4 a lo 
largo de 36 horas de estimulación con factores clásicamente empleados como estímulos 
madurativos en las DCs. La adición al medio de LPS, CD40-L o ambos combinados dio 
como resultado en los tres casos un incremento paulatino en los niveles de BMP-4 muy 
similar al observado cuando las MoDCs eran estimuladas con el cóctel pro-inflamatorio 
(Figura 28A). 
Resultados 
[75] 
 
 
 Figura 28. Producción de BMP-4 por las DCs en respuesta a diferentes estímulos. (A) iDCs 
fueron estimuladas con LPS, CD40L o LPS más CD40L y los sobrenadantes fueron recogidos en los 
tiempos indicados a lo largo de 36 horas. La secreción de BMP-4 al medio fue determinada por ELISA. 
Los resultados muestran la media ± desviación estándar de los duplicados. (B) iDCs fueron estimuladas 
durante 36h con los agonistas de TLRs indicados en la gráfica y la secreción de BMP-4 al medio fue 
analizada mediante ELISA. La barras representan la media ± desviación estándar de al menos 2 
experimentos independientes. En el caso de Pam3CSK4, la activación con este agonista fue realizada una 
sola vez. 
 
 
Seguidamente, quisimos hacer el estudio extensible a la estimulación vía TLR 
empleando diferentes agonistas que señalizan a través de estos receptores: LPS (unión a 
TLR4), FSL1 (unión a TLR6/2), Imiquimod (unión a TLR7), ssRNA40 (unión a TLR8), 
Pam3CysSerLys4 (unión a TLR1/2), S. t. Flagellin (unión a TLR5) y Poly I:C (unión a 
TLR3). Como muestran los resultados, a pesar de la heterogeneidad observada entre 
donantes, todos los estímulos ensayados, a excepción de Poly I:C, indujeron en mayor o 
menor medida la producción de BMP-4 en las MoDCs (Figura 28B), lo que indicaría 
que la ruta BMP podría ser activada en estas condiciones. Los estímulos Poly I:C y LPS 
han sido descritos en DCs por su capacidad para inducir la expresión de PD-L1148,193 y 
fueron, por lo tanto, empleados para tratar de dilucidar si la activación de la vía de 
señalización BMP también regulaba la expresión de PD-L1 y PD-L2 inducida vía TLR. 
Como muestra la Figura 29, la expresión de PD-L1 se vio reducida a consecuencia de la 
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inhibición de la vía BMP durante la estimulación con los dos agonistas, mientras que 
PD-L2 resultó mínimamente afectado en ambos casos. 
 
 
 
 Figura 29. Efecto del bloqueo de la vía de señalización BMP durante la estimulación vía TLR. 
iDCs fueron estimuladas con los agonistas de TLR-3 y TLR-4, Poly I:C y LPS respectivamente, en 
presencia y en ausencia del inhibidor DM. Tras 36 horas de cultivo, la expresión de diferentes 
marcadores de maduración fue analizada en un citómetro de flujo. En cada histograma se muestran el 
porcentaje de células positivas y la intensidad de fluorescencia media. Los resultados son representativos 
de dos experimentos independientes. 
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 8. LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP EN LOS LINFOCITOS T CD4+ 
VÍRGENES 
 
 8.1 Los linfocitos T CD4+ vírgenes activados vía CD3/CD28 son capaces de 
responder a los ligandos BMP 
 
 Los resultados mostrados hasta ahora demuestran que la vía de señalización 
BMP estaría desempeñando una función relevante durante el proceso de maduración de 
las DCs, actuando como un factor autocrino/paracrino. Sin embargo, el aumento en la 
expresión de los ligandos de la familia BMP también podría llevar asociada una función 
paracrina sobre tipos celulares distintos. Dado que una de las principales funciones de 
las mDCs es la presentación antigénica a linfocitos T CD4+ vírgenes, nos planteamos si 
los ligandos BMP producidos por las mDCs podrían estar jugando un papel en esta 
interacción, comportándose en tal caso como factores paracrinos. Como primera 
aproximación a esta hipótesis se determinó si linfocitos T CD4+ vírgenes activados 
podrían ser capaces de responder a los ligandos BMP producidos por las mDCs. Para 
ello, linfocitos T CD4+ vírgenes de sangre periférica fueron aislados y activados vía 
TCR mediante la estimulación con anticuerpos monoclonales anti-CD3/anti-CD28. A 
los seis días de cultivo se estudió por RT-PCR cuantitativa en tiempo real la expresión 
de diferentes mediadores de la señalización BMP, encontrándose que los tres receptores 
de BMP tipo I y el pseudorreceptor BAMBI eran expresados en las células T activadas 
(Figura 30A). Asimismo, también pudo detectarse expresión de las tres proteínas BR-
Smad y la Co-Smad (Figura 30A), por lo que todo indicaba que estas células tenían la 
capacidad para responder a las proteínas BMP. Para validar esta hipótesis, tras los 6 días 
de activación, se estimuló la vía de señalización BMP mediante la exposición de los 
linfocitos T activados a  BMP-4 durante una hora y se analizó por RT-PCR cuantitativa 
en tiempo real la modulación de los genes ID. Como puede observarse en la Figura 30B, 
la expresión de ID1 e ID3 se vio aumentada de forma considerable en respuesta al 
ligando BMP-4, hasta cinco veces más en el caso de ID3, mientras que la expresión de 
ID2 disminuyó a menos de la mitad respecto al control. Estos resultados prueban que 
efectivamente los linfocitos T activados son capaces de responder a la estimulación de 
la vía de señalización BMP. 
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 Figura 30. Los linfocitos T CD4+ activados expresan los componentes de la vía de señalización 
BMP y responden a la estimulación con ligandos. Linfocitos T CD4+ vírgenes humanos fueron aislados 
de sangre periférica y cultivados en medio completo con anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-
CD28. A los 6 días de activación la expresión de diferentes componentes de la vía de señalización BMP 
fue analizada por RT-PCR cuantitativa a tiempo real. GAPDH fue empleado como gen endógeno. Los 
resultados representan la media ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. (B) 
Tras 6 días de cultivo en presencia de anti-CD3/anti-CD28, los linfocitos T CD4+ fueron tratados 
durante 1 hora con BMP-4 (barras negras) o no tratados (barras grises). La expresión de ID1, ID2 e ID3 
fue analizada por RT-PCR cuantitativa a tiempo real y los valores normalizados frente a la expresión de 
GAPDH. Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes. 
 
 
 8.2 La expresión en membrana de BMPRIA se induce en los linfocitos T 
activados en respuesta a diferentes estímulos 
 
 El descubrimiento de que los linfocitos T adquieren la capacidad de responder a 
ligandos BMP tras su activación vía TCR nos llevó a estudiar cual sería el patrón de 
expresión los receptores de BMP en estas células a lo largo del proceso de activación. 
BMPRIA es uno de los receptores de BMP tipo I más extensamente expresados y 
además se ha demostrado que tiene una gran afinidad por los ligandos BMP del grupo 
BMP-2/45,59,81,83,194, de manera que decidimos centrarnos en el estudio de la expresión 
de este receptor. El análisis por citometría de flujo a lo largo de los seis días de cultivo 
mostró que en los linfocitos T CD4+ vírgenes la activación vía TCR producía un rápido 
incremento en la expresión de BMPRIA, siendo el 12% de las células positivas para el 
receptor a tan solo un día de cultivo. El porcentaje de células positivas para BMPRIA 
experimentó un ascenso paulatino a lo largo del cultivo con un pico del 25% de las 
células a los cinco días de activación (Figura 31A). Al estudiar la expresión de 
BMPRIA respecto al marcador de activación CD25 se observó que la presencia en 
membrana del receptor de BMPs aparecía asociada preferentemente a aquellas células 
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que respondían a la activación en términos de expresión de CD25. Más concretamente, 
en los 3 puntos estudiados el porcentaje de células BMPRIA+ fue muy superior en las 
células T CD25+ respecto a las CD25-, manteniéndose alrededor de un 40% de células 
BMPRIA+ en la población CD25+ entre el día 4 y el 6 de activación frente a un 15% y 
un 6%, respectivamente, en la población CD25- (Figura 31B). 
 
 
 Figura 31. Expresión de BMPRIA durante la activación de linfocitos T CD4+ vírgenes. (A) 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de BMPRIA en linfocitos T CD4+ vírgenes cultivados con 
anti-CD3/anti-CD28 a lo largo de 6 días. Las barras representan la media ± desviación estándar del 
porcentaje de células BMPRIA+ de al menos 2 experimentos independientes. (B) Expresión de BMPRIA y 
CD25 en linfocitos T a los 2, 4 y 6 días de activación. Los diagramas de puntos (paneles superiores) 
muestran la representación biparamétrica de la expresión de BMPRIA y CD25. Los histogramas (paneles 
inferiores) representan el porcentaje de células BMPRIA+ en las poblaciones CD25- y CD25+ de 
linfocitos T. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 
 
 
 Para estudiar si la expresión inducida de BMPRIA era dependiente únicamente 
de la estimulación simultánea con anti-CD3/anti-CD28 o si, por el contrario, se trataba 
de una característica intrínseca al proceso de activación, células mononucleares de 
sangre periférica fueron cultivadas en presencia de ConA o PMA más Ionomicina. Tras 
36 horas de cultivo, se analizó por citometría de flujo la expresión de BMPRIA en los 
linfocitos T CD4+ activados. El análisis fenotípico mostró que, de las células activadas 
CD25+, un 38% en el caso de la estimulación con ConA y casi un 70% en el caso del 
PMA más ionomicina eran positivas también para BMPRIA (Figura 32). 
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Figura 32. Expresión de BMPRIA en 
linfocitos T CD25+. (A) Células mononucleares 
de sangre periférica fueron cultivadas en 
presencia de ConA o PMA más Ionomicina 
(PMA/Ionomicina) durante 36 horas y la 
expresión de BMPRIA en células T CD4+ 
activadas fue analizada por citometría de flujo. 
Los linfocitos T activados fueron definidos 
como células CD3+CD4+CD25+. El porcentaje 
de células BMPRIA+ es mostrado en cada 
histograma. 
 
 
 A continuación analizamos si lo mismo podría ocurrir en el contexto de una 
situación patológica que conllevase la activación de linfocitos T. La enfermedad de 
injerto contra huésped (EICH) es un desorden que aparece con cierta frecuencia en 
alotransplantes de precursores hematopoyéticos de médula ósea y que en última 
instancia causa complicaciones a causa de la activación de las células inmunitarias 
transplantadas195. Para averiguar si en linfocitos T activados en una situación patológica 
in vivo también se inducía la expresión de BMPRIA, muestras de sangre periférica de 
pacientes transplantados y que desarrollaron o no EICH fueron analizadas por 
citometría de flujo. Mientras que en los linfocitos T de aquellos pacientes que no 
desarrollaron EICH una vez alcanzado el estadio de quimera completa (hematopoyesis 
del donante) el porcentaje de células positivas para BMPRIA no superaba el 1% (Figura 
33A), el porcentaje de células BMPRIA+ en el mismo estadio en aquellos individuos 
que posteriormente fueron diagnosticados de EICH fue superior al 10% (Figura 33B). 
En línea con nuestros resultados obtenidos in vitro, en el momento de diagnóstico de la 
EICH, y por lo tanto con presencia de células T activadas, dentro de la población de los 
linfocitos T más de la mitad de estas células eran BMPRIA+. Finalmente, el tratamiento 
de la enfermedad y posterior remisión dio como resultado una disminución 
prácticamente total del porcentaje de linfocitos T BMPRIA+ (Figura 33B). 
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 Figura 33. Expresión de BMPRIA en linfocitos T de pacientes transplantados que desarrollan 
EICH. Análisis por citometría de flujo de células mononucleares de sangre periférica de pacientes 
transplantados que no desarrollaron EICH (A) o que sí desarrollaron EICH (B). Las muestras fueron 
tomadas en el estadio de quimera completa, en el momento del diagnóstico del EICH y en la fase de 
remisión tras el tratamiento correspondiente. Los linfocitos T fueron definidos en base al 
tamaño/complejidad y la expresión de CD3. En los diagramas de puntos se muestra el porcentaje que 
corresponde a cada cuadrante. 
 
 
 8.3 Las células T CD4+ BMPRIA+ se generan de forma continuada a lo 
largo del proceso de activación 
 
 A tenor de los resultados anteriores, una de las preguntas que surgió fue si las 
células BMPRIA+ que estábamos observando en los diferentes modelos estudiados 
podrían ser una subpoblación de células T que resultaba expandida en respuesta a la 
estimulación. Para responder a esta cuestión, linfocitos T CD4+ vírgenes fueron 
activados vía TCR, y a los 4 días de cultivo se separaron las poblaciones 
CD25+BMPRIA+ y CD25+BMPRIA- para su posterior re-estimulación con anticuerpos 
monoclonales anti-CD3/anti-CD28. Tras 36 horas de re-estimulación, el fenotipo de 
ambas poblaciones fue analizado por citometría de flujo. Los resultados obtenidos 
muestran que, del total de células CD25+BMPRIA+ puestas en cultivo, solo un 42% 
mantuvo la expresión en membrana de BMPRIA sin por ello perder la expresión de 
CD25 (Figura 34). Por otro lado, la re-estimulación de células CD25+BMPRIA- dio 
como resultado la aparición de al menos un 12% de células CD25+BMPRIA+ a las 36 
horas de estimulación (Figura 34). Estas observaciones son claros indicios de que la 
expresión en membrana de BMPRIA no solo no define una subpoblación de linfocitos 
T, sino que parece mostrar un comportamiento cíclico en el que las células adquieren y 
pierden la expresión del receptor a lo largo del proceso de estimulación. 
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Figura 34. Expresión dinámica de BMPRIA durante la activación de células T CD4+. Linfocitos T 
CD4+ vírgenes fueron cultivados en presencia de anti-CD3/anti-CD28 y tras 4 días de activación fueron 
separados por sorting en función de la expresión de CD25 y BMPRIA. Las células CD25+BMPRIA+ y 
CD25+BMPRIA- fueron re-estimuladas en medio fresco con anti-CD3/anti-CD28 durante 36 horas y la 
expresión de CD25 y BMPRIA fue analizada por citometría de flujo. Los porcentajes correspondientes a 
cada cuadrante son mostrados en cada diagrama de puntos. 
 
 
 8.4 La estimulación de la vía de señalización BMP regula positivamente la 
activación de los linfocitos T CD4+ vírgenes inducida a través de TCR 
 
 El objetivo de este apartado de los resultados era determinar si el aporte de 
ligandos BMP secretados por las mDCs podría tener algún efecto sobre la activación de 
los linfocitos T CD4+ vírgenes. Para ello, el modelo de activación con anticuerpos 
monoclonales anti-CD3/anti-CD28 nos brindaba la posibilidad de evaluar los efectos 
que un aporte exógeno de proteínas BMP tendría sobre la activación de los linfocitos T, 
mimetizando de esta forma un hipotético encuentro con las mDCs. Para simplificar el 
modelo experimental, se escogieron los ligandos BMP-2 y BMP-4 por formar un solo 
grupo dentro de la familia de proteínas BMPs que previamente ya había sido implicado 
en la diferenciación y activación de los linfocitos T75,80,81,85,196. No obstante, ensayos 
realizados empleando los ligandos BMP-6 y BMP-7 mostraron efectos muy similares a 
los que se comentan a continuación (datos no mostrados). Inicialmente se estudió el 
posible papel de la vía de señalización BMP sobre la respuesta proliferativa de los 
linfocitos T. Linfocitos T CD4+ vírgenes fueron cultivados en presencia de anticuerpos 
monoclonales anti-CD3/anti-CD28 y, en los casos indicados, BMP-2 o BMP-4 fue 
adicionado al medio de cultivo. Como consecuencia de la estimulación con cualquiera 
de los dos ligandos, la respuesta proliferativa de los linfocitos T, medida por 
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incorporación de BrdU al ADN de nueva síntesis, se vio aumentada a los 4 días de 
cultivo de forma significativa respecto al control, siendo un 70% y un 30% mayor en las 
células tratadas con BMP-2 y BMP-4 respectivamente (Figura 35A). El análisis de la 
expresión de CD25 mostró un fuerte incremento en la expresión de esta molécula por 
las células activadas en presencia de ligandos BMP, acompañado de un aumento 
también notable en el porcentaje de células positivas (Figura 35B). Por último, y en 
línea con lo anterior, los niveles de las citoquinas TNF, IFN e IL-2 secretadas por los 
linfocitos T se vieron aumentados como resultado de la adición de BMP-2 o BMP-4 a 
los cultivos (Figura 35C). Concretamente, BMP-2 aumentó hasta tres veces la 
producción de TNF y un 50% la de IFN. De forma similar, BMP-4 incrementó los 
niveles de TNF aproximadamente al doble respecto al control y dio lugar a una subida 
de hasta 4 veces en la secreción de IFN. Finalmente, la producción de IL-2 se vio 
incrementada de manera muy similar por ambos ligandos, siendo los niveles observados 
en los dos tratamientos más del doble respecto a los cultivos control (Figura 35C). 
 
 
 
 Figura 35. La estimulación de la vía de señalización BMP incrementa la activación de los 
linfocitos T vía TCR. Linfocitos T CD4+ vírgenes fueron estimulados mediante el cultivo con anti-
CD3/anti-CD28 solo (Ctrl) o suplementado con BMP-2 o BMP-4. A los 4 días se determinó la respuesta 
proliferativa por incorporación de BrdU al ADN de nueva síntesis (A). Adicionalmente se analizó la 
expresión de CD25 por citometría de flujo (B) y la secreción al medio de TNF, IFN e IL-2 por ELISA 
(C). Los resultados son representativos de 5 experimentos independientes. Las gráficas representan la 
producción de citoquinas relativa al control (y=100). Los valores del tratamiento control para la 
concentración de cada citoquina son indicados. 
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 9. PAPEL DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN BMP EN LA INTERACCIÓN 
ENTRE mDCs Y LINFOCITOS T CD4+ VÍRGENES 
 
 9.1 El contacto con mDCs induce la expresión de BMPRIA y la fosforilación 
de Smad-1/5/8 en los linfocitos T CD4+ vírgenes 
 
 Una vez establecido que los linfocitos T CD4+ vírgenes expresaban los 
componentes de la vía de señalización BMP tras la estimulación vía TCR, el siguiente 
paso fue estudiar si el contacto con DCs producía el mismo efecto. De esta forma, 
linfocitos T CD4+ vírgenes fueron cultivados solos o con mDCs alogénicas y la 
expresión de BMPRIA fue analizada por citometría de flujo a lo largo de 6 días de co-
cultivo. Los resultados muestran un aumento paulatino en el porcentaje de células T 
positivas para BMPRIA alcanzando aproximadamente un 25% a los 6 días de co-cultivo 
(Figura 36A). Por el contrario, el cultivo de linfocitos T solos, es decir, en ausencia de 
mDCs, no indujo la expresión de BMPRIA en estas células, indicando que el contacto 
linfocito T-mDC sería necesario para la inducción de la expresión de BMPRIA en las 
células T. 
 
 A continuación se estudió si la expresión de BMPRIA estaba asociada a las 
células que proliferaban y que, por lo tanto, respondían a la estimulación por parte de 
las mDCs. Para este estudio, linfocitos T CD4+ vírgenes fueron teñidos con CFSE 
previamente al co-cultivo con mDCs y la proliferación de las células T fue determinada 
por pérdida de intensidad de CFSE. Los resultados obtenidos tras el análisis 
comparativo entre células CFSElow (proliferantes) y CFSEhigh (no proliferantes) 
mostraron que, al igual que los marcadores de activación CD69 y CD25, la expresión de 
BMPRIA y la forma activa de las proteínas BR-Smad, Smad-1/5/8, se encontraban 
prácticamente solo en aquellas células que se habían dividido (Figura 36B). En 
concreto, el porcentaje de células BMPRIA+, al igual que el de células con presencia de 
la forma fosforilada, es decir, activa de Smad-1/5/8, fue de aproximadamente el 40% en 
la población de células CFSElow, mientras que no pasó del 5% en las células CFSEhigh. 
Por lo tanto, estos resultados indicarían que aquellos linfocitos que responden al 
contacto con mDCs proliferando, no solo expresan BMPRIA sino que también activan 
la vía canónica de señalización BMP. 
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 Figura 36. Expresión de BMPRIA en linfocitos T cultivados con mDCs. (A) Análisis por 
citometría de flujo de la expresión de BMRIA en linfocitos T CD4+ vírgenes antes y después de ser 
cultivados solos o con mDCs en los tiempos indicados a lo largo de 6 días. Las células T fueron definidas 
en base al tamaño/complejidad y la expresión de CD3. (B) Linfocitos T CD4+ vírgenes fueron teñidos con 
CFSE previamente al co-cultivo con mDCs. A los 4 y 6 días se analizó por citometría de flujo la 
expresión de CD25, CD69, BMPRIA y los niveles de Smad-1/5/8 fosforiladas en función de la respuesta 
proliferativa de los linfocitos T. Las células proliferantes fueron definidas como CFSElow y las no 
proliferantes como CFSEhigh. En el caso de Smad-1/5/8 fosforiladas, como control negativo se realizó la 
tinción con los anticuerpos pre-adsorbidos con el péptido bloqueante (perfiles grises). El porcentaje de 
células positivas es indicado en cada histograma. 
 
 
 9.2 Las células T activadas por contacto con mDCs que expresan BMPRIA 
tienen una tasa proliferativa mayor, principalmente en los primeros estadios de la 
activación 
 
 Son varios los autores han demostrado que las proteínas BMP pueden regular 
positivamente la proliferación de diferentes tipos celulares. La estrecha asociación 
observada entre la expresión de BMPRIA, y la activación de Smad-1/5/8, con la 
respuesta proliferativa de los linfocitos T CD4+ vírgenes durante la comunicación con 
mDCs, nos llevó a tratar de estudiar en mayor profundidad esta relación en nuestro 
modelo experimental. Para estos experimentos se empleo la tinción de ADN con el 
colorante Hoechst para la determinación del porcentaje de células que estaban ciclando 
en un momento dado. La combinación de la tinción con Hoechst y el marcaje para 
CD25 y BMPRIA nos permitió determinar el fenotipo de las células en ciclo a 2, 4 y 6 
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días en los co-cultivos linfocito T-mDC. Como muestra la Figura 37A, los linfocitos T 
que expresaban BMPRIA, y que presumiblemente estarían respondiendo a los ligandos 
BMP secretados por las mDCs,  mantuvieron un mayor porcentaje de células en ciclo a 
lo largo de los 6 días de cultivo en comparación con aquellas que no expresaban el 
receptor. Los linfocitos T BMPRIA+ ciclaban hasta 30 veces más que los BMPRIA- a 
los 2 días del co-cultivo, mientras que esta ventaja proliferativa pasaba a ser del doble a 
los 4 días y de aproximadamente un 50% a los 6 días. 
 
 
 
 Figura 37. Determinación de la expresión de BMPRIA y del estado del ciclo celular en 
linfocitos T cultivados con mDCs. El porcentaje de linfocitos T CD4+ que ciclan tras el co-cultivo con 
mDCs fue determinado mediante la tinción del ADN con el colorante Hoechst. En los histogramas se 
muestra el porcentaje de células en ciclo en la población de linfocitos T totales y en las subpoblaciones 
BMPRIA- y BMPRIA+. Los diagramas de puntos de la derecha muestran la expresión de CD25 y 
BMPRIA en las células T en función de las fases del ciclo celular en las que se encontraban a los tiempos 
indicados. (B) Porcentaje de células T BMPRIA- y BMPRIA+ respecto al total de células T en ciclo a los 
2, 4 y 6 días de co-cultivo con mDCs. 
 
 
 Al comparar el fenotipo de las células en ciclo (fases S, G2 y M del ciclo celular) 
con el de aquellas que no estaban ciclando (fases G0 y G1) se pudo observar que, en el 
estadio más temprano de la activación de los linfocitos T, las células en ciclo eran 
principalmente células CD25-BMPRIA+ (Figura 37A, paneles derechos). Estas 
proporciones cambiaron drásticamente a los 4 días, cuando prácticamente ninguna de 
las células en ciclo eran CD25-, sino que su fenotipo era CD25+BMPRIA+ y 
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CD25+BMPRIA- en porcentajes muy similares. A los 6 días de cultivo, en el estadio 
terminal de la activación de los linfocitos T, el fenotipo de las células en ciclo celular 
era mayoritariamente CD25+BMPRIA- (70,13%). La progresión del co-cultivo en 
términos de fenotipo de las células en ciclo se resume en la Figura 37B, donde puede 
observarse cómo en el momento más temprano de la activación el peso de la 
proliferación total recaía principalmente sobre las células que expresaban BMPRIA, 
pasando de forma gradual a lo largo del proceso de activación a aquellas células que no 
expresaban BMPRIA pero sí CD25. Aunque con números más modestos, esto mismo 
fue observado en linfocitos T CD4+ de bazo y ganglio linfático humanos (datos no 
mostrados), donde a pesar de los bajos porcentajes de células en ciclo (0,71% y 0,43% 
respectivamente), las células BMPRIA+ ciclaban 3 veces más en el caso del bazo y 5 
veces más en el del ganglio linfático en relación a las BMPRIA-. 
 
 
 9.3 El bloqueo de la vía canónica de señalización BMP durante la 
interacción linfocito T CD4+ virgen-mDC afecta a la proliferación y activación de 
los linfocitos T 
 
 En conjunto, los resultados anteriormente comentados apuntan a que la 
expresión de BMRIA, y la presumible respuesta a una fuente exógena de ligandos BMP 
(mDCs en nuestro modelo experimental), tienen un efecto positivo sobre la 
proliferación de los linfocitos T durante su activación y un papel dominante en los 
primeros estadios de tan complejo proceso. Para confirmar estas hipótesis, nos 
propusimos evaluar los posibles efectos del bloqueo de la vía de la señalización BMP 
durante la interacción linfocito T CD4+ virgen-mDC. Para ello se empleó el compuesto 
inhibidor DMH1, recientemente desarrollado y que ha mostrado una mayor eficiencia 
en la inhibición de la ruta canónica de señalización BMP que su homólogo, la DM70. El 
primer acercamiento fue añadir a los co-cultivos linfocito T-mDC concentraciones 
crecientes de DMH1 y determinar el porcentaje de células en ciclo a los 2, 4 y 6 días de 
activación. La Figura 38A muestra cómo, en los primeros estadios de activación, es 
decir, a tan solo 2 días de cultivo, el bloqueo de la vía canónica de señalización BMP 
disminuyó el ya de por sí bajo porcentaje de células en ciclo (0,33% en el control frente 
a un 0,18% en las dos dosis de DMH1 ensayadas). Los efectos de la adición de DMH1 
al co-cultivo se hicieron más drásticos a los 4 días, cuando ambas dosis redujeron en 
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más de cuatro veces el porcentaje de células que ciclaban. Finalmente, este tratamiento 
mantuvo a los 6 días de co-cultivo un efecto negativo y dosis-dependiente sobre el 
porcentaje de células en ciclo, aunque de menor magnitud que a los 4 días. 
 
 Para estudiar cuál había sido el efecto acumulativo del inhibidor DMH1 sobre la 
proliferación inducida en las células T durante el contacto con mDCs, los linfocitos T 
CD4+ vírgenes fueron teñidos con CFSE previamente al co-cultivo con las mDCs y el 
número de divisiones celulares fue determinado en base a la pérdida de intensidad del 
colorante. Aunque no fue posible observar pérdida de intensidad de CFSE a los 2 días 
de co-cultivo, sí pudo detectarse un fuerte descenso en el porcentaje total de células que 
se habían dividido a los 4 días a consecuencia del tratamiento con DMH1(Figura 38B, 
paneles superiores). Esta disminución fue de casi un 70% con la dosis mayor de DMH1 
a los 4 días, mientras que dos días después la bajada era de alrededor de un 30%, de 
nuevo con la concentración más alta de DMH1. Al analizar el número de divisiones que 
habían realizado las células CFSElow, se halló que el tratamiento con DMH1 no sólo 
redujo el porcentaje total de células que se habían dividido sino que también el número 
de divisiones que éstas habían experimentado (Figura 38B, gráficas en la parte inferior). 
En particular, a los 4 días de activación, la mayoría de células T que habían proliferado 
en respuesta al contacto con las mDCs habían experimentado entre 4 y 5 divisiones en 
la condición control, mientras que el número de ciclos experimentado por estas células 
se redujo a tan solo 1-3 en los co-cultivos llevados a cabo en presencia de DMH1. De 
nuevo, y aunque con menor magnitud, el mismo efecto pudo ser advertido a los 6 días 
puesto que la mayor proporción de células proliferantes había experimentado un total de 
6 divisiones en el control y alrededor de 5 en los tratamientos con DMH1. 
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 Figura 38. Efecto del bloqueo de la vía canónica de señalización BMP sobre la proliferación 
de los linfocitos T inducida por la interacción con mDCs. (A) Linfocitos T CD4+ vírgenes fueron 
cultivados con mDCs solo (Ctrl) o en presencia de las cantidades indicadas de DMH1. El porcentaje de 
células en división fue determinado por citometría de flujo a los 2, 4 y 6 días de co-cultivo mediante la 
tinción del ADN con el colorante Hoechst. (B) Linfocitos T CD4+ vírgenes fueron teñidos con CFSE 
previamente al co-cultivo con mDCs y el efecto del tratamiento con DMH1 a las dosis indicadas sobre el 
porcentaje de células que se habían dividido a lo largo de 4 y 6 días fue analizado por pérdida de 
intensidad de CFSE en un citómetro de flujo. Las gráficas de la parte inferior representan el porcentaje 
de células que se han dividido un número determinado de veces respecto al total de células que han 
proliferado (CFSElow). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. 
 
 
 Al estudiar el fenotipo de los linfocitos T CD4+ vírgenes durante la activación, 
se observó que los resultados obtenidos estaban en consonancia con los efectos del 
bloqueo de la señalización BMP sobre la proliferación de las células T. La presencia de 
DMH1 durante la activación de los linfocitos T dio lugar a un drástico descenso del 
porcentaje de células que habían proliferado y que expresaban los marcadores de 
activación CD69 y CD25 (Figura 39A y B). Concretamente, esta disminución fue de 
hasta cuatro veces para ambos marcadores a los 4 días (Figura 39A), considerando la 
dosis más alta de DMH1, y más modesta, aproximadamente de la mitad, a los 6 días en 
comparación con sus correspondientes controles (Figura 39B). Dado que el incremento 
en la expresión de las moléculas CD69 y CD25 en membrana se encontraba 
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estrechamente ligada a la respuesta proliferativa, no podemos descartar que la 
disminución del porcentaje de células positivas para estas moléculas fuese debido al 
efecto negativo de la DMH1 sobre la proliferación. 
 
 
 
 Figura 39. Efecto del bloqueo de la vía canónica de señalización BMP sobre el fenotipo y la 
producción de citoquinas inducidos en linfocitos T por contacto con las mDCs. Linfocitos T CD4+ 
vírgenes fueron teñidos con CFSE previamente al co-cultivo con mDCs en medio completo solo o 
suplementado con las dosis indicadas de DMH1. A los 4 (A) y 6 (B) días de co-cultivo la expresión de 
CD25 y CD69 fue analizada por citometría de flujo. En cada diagrama de puntos se muestran los 
porcentajes correspondientes a cada cuadrante. Los resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes.(C) Los sobrenadantes de los co-cultivos control y tratados con DMH1 fueron recogidos 
a 2, 4 y 6 días y ensayados para la producción de IFN e IL-2. A los 2 días de co-cultivo no fue posible 
detectar IFN en el medio. Las gráficas representan la producción de citoquinas relativa al control 
(y=1). Los valores del tratamiento control para la concentración de cada citoquina son indicados. 
 
 
 Por último, los sobrenadantes de los co-cultivos control y tratados fueron 
recogidos y ensayados para la determinación de los niveles de IFN e IL-2. Aunque no 
pudo detectarse IFN a los 2 días de cultivo, sí se pudo observar a 4 y 6 días que la 
producción de esta citoquina se encontraba fuertemente afectada por el bloqueo de la 
vía canónica BMP, alcanzándose más de un 80% de disminución en los niveles de IFN 
a los 4 días y aproximadamente un 60% a los 6 días (Figura 39C, gráficas en parte 
superior). En cuanto a la producción de IL-2, la adición de DMH1 a los co-cultivos 
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redujo de forma dramática los niveles de IL-2 secretados a los 2 días de cultivo 
(alrededor de un 80% con las dos dosis de DMH1 ensayadas) (Figura 39C, gráficas en 
parte inferior). Al igual que con la proliferación, los efectos negativos del bloqueo de la 
vía canónica de señalización BMP sobre la secreción de IL-2 perdieron intensidad a lo 
largo del tiempo, llegando incluso a invertirse ligeramente a los 6 días.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                           DISCUSIÓN 
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 Cada vez son más los trabajos que aportan evidencias sobre cómo factores clave 
en los procesos de embriogénesis y organogénesis en vertebrados, factores como los 
componentes de la familia de BMPs, participan también en la diferenciación celular y 
homeostasis de tejidos adultos como el sistema inmunológico y hematopoyético. En 
esta línea, aunque algunos trabajos evidencian posibles funciones de las proteínas BMP 
en las DCs humanas, bien es cierto que este campo no ha sido estudiado en profundidad 
hasta la fecha. El objetivo de este trabajo ha sido, por tanto, estudiar el papel de la vía 
de señalización BMP en diferentes aspectos de la biología de las DCs humanas y en su 
interacción con los linfocitos T CD4+. 
 
 Según los resultados obtenidos en este trabajo, las MoDCs expresan los 
componentes necesarios para la transducción de la vía de señalización BMP. 
Anteriormente dos trabajos mostraron, por un lado la expresión de ActRIA/ALK-2 en 
células pDCs y cDCs de sangre periférica humana197 y por otro lado, la expresión de los 
tres receptores para BMP tipo I y el tipo II en DCs de ganglio linfático de ratón105. 
Adicionalmente, nosotros demostramos en ambos estados de las MoDCs, iDCs y 
mDCs, la expresión de las proteínas BR-Smad y de la Co-Smad, así como la capacidad 
para fosforilar las BR-Smads en respuesta a la estimulación con ligandos BMP. 
 
 En cuanto a su capacidad de responder a ligandos BMP, la estimulación de las 
MoDCs con BMP-4 indujo la expresión de los genes ID, aunque dicha respuesta fue 
producida por rutas distintas entre la condición madura e inmadura. Los genes ID son 
genes diana primarios de la vía de señalización BMP, tanto por la vía canónica de las 
proteínas Smad, como por las vías no canónicas6,20. En iDCs, la inducción dependiente 
de BMP-4 de la expresión de los miembros de la familia ID se produce de forma 
exclusiva a través de la vía BMP canónica. Sin embargo, en el caso de las mDCs el 
bloqueo de la fosforilación de las proteínas BR-Smad mediante la adición de DM inhibe 
la inducción de ID1 e ID3 pero no de ID2. El bloqueo en la inducción de ID2 en mDCs 
por el tratamiento con el inhibidor de la p38 MAPK demuestra que también rutas 
independientes de las proteínas Smad participan en la señalización BMP en las mDCs. 
Este hecho no es un fenómeno exclusivo de las DCs, pues la convivencia de ambos 
tipos de vías de señalización iniciados por BMP en un mismo tipo celular ha sido 
descrito en diferentes sistemas83,198,199.  
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 Dado que la señalización BMP se inicia a través de receptores 
heterotetraméricos de distinta composición, diferencias en la afinidad y especificidad de 
cada interacción ligando-receptor puede dar lugar a señales con diferentes propiedades 
que a su vez permiten respuestas celulares cualitativa y cuantitativamente diferentes200. 
Una posible explicación a las diferencias en la respuesta que la estimulación de la vía 
BMP desencadena en iDCs y mDCs podríamos encontrarla en el estudio comparativo 
de la expresión en membrana de los receptores de BMPs en estas dos situaciones. Así, 
nuestros resultados muestran un cambio en el perfil de receptores expresados en 
membrana tras la maduración de las DCs. Concretamente, el proceso de maduración da 
lugar a un descenso en la expresión de BMPRIA y del pseudorreceptor BAMBI, 
mientras que no afecta a la de BMPRIB. De forma contraria, las mDCs aumentan la 
expresión en membrana de ActRIA y BMPRII respecto a las iDCs. La batería de 
receptores para BMPs que una célula expresa en su membrana no sólo puede modificar 
la afinidad por los diferentes ligandos, también puede condicionar la ruta de 
transducción de la señal y el tipo de respuesta que se origina33,34. Es más, la presencia o 
no en la membrana de complejos receptores tipo I/tipo II preformados parece ser 
determinante para que la señalización BMP se produzca o bien a través de las proteínas 
BR-Smad o bien por vías alternativas. Adicionalmente, diferentes mecanismos regulan 
la presencia en la membrana de cada una de las posibles combinaciones entre los 
receptores de BMP37,201-203 (revisado en204). Según está descrito, la unión de BMP a un 
complejo receptor heterotetramérico preformado induce la fosforilación de los 
mediadores BR-Smad, siendo su internalización dependiente de clatrina la que permite 
que esta señal se traduzca en la inducción de genes diana. De forma alternativa, la unión 
del ligando es capaz de inducir la formación del complejo receptor iniciando la 
transducción de su señal a través de rutas alternativas, principalmente p38 MAPK, y de 
forma dependiente de la internalización del complejo vía caveolas35,36 (revisado en11). 
Ambos mecanismos, presencia o no de complejos receptores preformados y diferencias 
en afinidad y especificidad de los diferentes tipos de receptores, podrían ser la 
explicación a las variaciones observadas entre iDCs y mDCs para la transducción de la 
señal inducida por la unión del ligando BMP a su receptor específico. 
 
 Un número considerable de trabajos han señalado ya el papel de la familia de 
proteínas BMP sobre la diferenciación de células del sistema inmunitario. Sin embargo, 
la mayoría de trabajos han centrado su atención en la linfopoyesis a partir precursores 
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intratímicos y de médula ósea75-80,90,91 y nada ha sido publicado en relación al papel de 
las proteínas BMP en la diferenciación de las DCs. Por este motivo, nuestro primer 
acercamiento fue estudiar el posible efecto de la estimulación de la vía de señalización 
BMP durante la diferenciación de las DCs a partir de monocitos. 
 
 A pesar de que los componentes de la vía de señalización BMP se expresan en 
MoDCs y en sus precursores los monocitos, la estimulación de esta vía durante la 
diferenciación de las DCs no modifica dicho proceso ni en términos de fenotipo ni de 
funcionalidad. Varios trabajos han mostrado la expresión de receptores de BMP en 
monocitos y líneas celulares monocíticas, en los cuales estos ligandos regulan procesos 
de quimiotaxis, proliferación y diferenciación celular33,92-94. En este último caso, parece 
que BMP-7 promueve la diferenciación de la línea celular monocítica THP-1 a 
macrófagos tipo M294. Y en cuanto a su potencial para diferenciar a osteoclastos, según 
el ligando estudiado los efectos pueden ser contrarios puesto que BMP-9 parece 
promover esta diferenciación a través de las proteínas BR-Smad y Erk/MEK mientras 
que BMP-7 la inhibiría en presencia de RANKL y/o IL-895,96. Por otro lado, resultados 
no publicados obtenidos en nuestro laboratorio indican que los monocitos podrían ser 
una fuente productora de proteínas BMP tras la exposición a ciertos estímulos. Por lo 
tanto, la activación exógena de la vía de señalización BMP no tendría un efecto sobre la 
diferenciación de los monocitos hacia DCs, aunque esta falta de efecto no puede 
atribuirse a la incapacidad de los monocitos para responder a los ligandos BMP. 
 
 Para estudiar las posibles funciones de las proteínas BMP en las DCs, se evaluó 
inicialmente el impacto de la estimulación con BMP-4 sobre la supervivencia de estas 
células, observándose un incremento únicamente en el caso de las iDCs. Ambos tipos de 
señalización BMP, canónica y no canónica, han sido descritos de forma repetida por su 
capacidad para regular la proliferación, supervivencia y diferenciación celular, siendo el 
carácter de esta regulación altamente dependiente del tipo celular estudiado80,83,91,205-210. 
Así, y en relación con la viabilidad celular, ratones que no expresan BMPRIB muestran 
un aumento en la apoptosis de células bipolares y progenitores durante el desarrollo 
postnatal de la retina211, al igual que la transducción de la señal BMP a través de los 
receptores tipo I aumenta la supervivencia en líneas celulares de cáncer de pulmón a 
través de un incremento en la expresión de proteínas de la familia ID208. 
Adicionalmente, se ha demostrado que BMP-4 estimula la supervivencia de las células 
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stem mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo212. Centrando la atención en 
el sistema inmunitario, nuestro grupo ha descrito que el bloqueo de la señalización BMP 
endógena mediante el tratamiento con Noggin incrementa la apoptosis de los 
precursores intratímicos CD34+ humanos80 y que la producción de BMPs inducida por 
IL-15 durante la diferenciación de estos precursores hacia células NK regula 
positivamente la supervivencia y diferenciación de estas células91. Los resultados 
presentados en nuestro estudio están en total concordancia con estos trabajos puesto que 
demuestran que la presencia de BMP-4 en el medio disminuye de forma considerable la 
apoptosis inducida por ausencia de factores de crecimiento en las iDCs pero no en las 
mDCs. Los mecanismos que regulan la señalización BMP propuestos por el grupo de la 
Dra. Petra Knaus35, y otros mecanismos alternativos anteriormente citados, podrían ser 
la explicación a que a pesar de que ambas subpoblaciones de DCs, inmaduras y 
maduras, expresan los componentes de la vía de señalización BMP, solo en iDCs la 
estimulación de esta vía regula de forma positiva la supervivencia. 
 
 Como mecanismo mediador del efecto positivo de la vía BMP sobre la 
supervivencia de las iDCs, nuestros resultados muestran que el tratamiento con BMP-4 
indujo un aumento en la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2. Dado que la 
proteína pro-apoptótica Bax no se vio alterada, la estimulación con BMP-4 dio como 
resultado un incremento en el ratio Bcl-2/Bax que podría ser la causa del mantenimiento 
de la viabilidad de las iDCs. La regulación de la supervivencia a cargo de la vía de 
señalización BMP es mediada en muchos casos por la regulación de los niveles de las 
proteínas Bcl-2 y Bcl-XL32,198,213. Asimismo, la familia de proteínas Bcl-2 ha sido 
ampliamente descrita por su papel en la regulación de la supervivencia de las DCs. 
Concretamente, la sobreexpresión de Bcl-2 por diferentes métodos en DCs de ratón 
resulta en un aumento en la duración del ciclo vital de estas células y una mayor 
resistencia a la apoptosis inducida por sepsis173,214. Igualmente, la estimulación del eje 
CXCL12/CXCR4 en DCs intratímicas regula positivamente la supervivencia de estas 
células aumentando el ratio Bcl-2/Bax171. Por lo tanto, nuestro trabajo presenta a los 
ligandos BMP como factores noveles en el control de la supervivencia de las DCs a 
través, al menos en parte, de la regulación del balance en la expresión de Bcl-2 y Bax. 
Adicionalmente, la mayor expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 se ha 
relacionado con una mayor capacidad de las DCs para estimular la respuesta antígeno-
específica de linfocitos T173,214, lo cual podría estar relacionado con resultados que serán 
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comentados a continuación, y que demuestran que las iDCs cultivadas en presencia de 
BMP-4 adquieren una capacidad aloestimuladora aumentada. 
 
 Un interesante hallazgo de nuestro trabajo es el hecho de que la estimulación de 
la vía BMP promueva la maduración de las DCs. La adición al medio del ligando BMP-
4 resulta en un incremento en la expresión de las moléculas co-estimuladoras CD40, 
CD80 y CD86, al igual que de los marcadores de maduración CD83, PD-L1 y PD-L2, 
que alcanzan niveles comparables a los inducidos por estímulos clásicos de maduración 
de las DCs como son CD40-L y también LPS y TNFα. Este efecto inducido por la 
estimulación de la vía de señalización BMP sobre el fenotipo de las DCs es mediado por 
la vía canónica dependiente de las BR-Smads puesto que el bloqueo de la misma con el 
inhibidor DM anula dicho efecto. Simultáneamente, y además de regular la expresión de 
marcadores de maduración, la estimulación con BMP-4 da lugar a un incremento en la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias, principalmente IL-8 y en menor medida IL-
10, IL-6 y TNFα. En cambio, el tratamiento con BMP-4 no modifica la producción de 
IL-1β por las iDCs. 
 
 De forma coherente con una mayor expresión de moléculas co-estimuladoras y 
una mayor producción de citoquinas, las iDCs presentan una capacidad aloestimuladora 
incrementada en respuesta a la estimulación de la vía de señalización BMP. Como se 
comentará más adelante, toda una serie de trabajos evidencian una estrecha relación 
entre las proteínas BMP y diferentes estímulos empleados para la maduración de las 
DCs. Esta asociación parece sugerir que los ligandos BMP podrían estar funcionando 
como mediadores de la activación inducida por diferentes estímulos madurativos en las 
DCs y, por lo tanto, no es de extrañar que por sí solas tengan efectos muy similares a 
esos estímulos. En contraposición a nuestros resultados, Pluchino y col105 describieron 
que BMP-4 tiene un efecto negativo sobre la maduración en respuesta a LPS de las DCs 
obtenidas a partir de médula ósea de ratón y sobre su capacidad para re-estimular 
linfocitos T CD4+ antígeno-específicos. La adición de BMP-4 durante la maduración de 
las DCs inducida por LPS resultó en una menor expresión de CD80 y CD86 y en un 
aumento ligero en la fosforilación de p38 MAPK y Erk1/2. Ambos efectos fueron 
parcialmente revertidos por la presencia de Noggin. Sin embargo, los autores no 
lograron detectar ningún efecto sobre la fosforilación de Smad-1/5/8 en estos cultivos. 
El origen de las DCs empleadas en este estudio y el hecho de que respondan a ligandos 
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BMP activando exclusivamente rutas no canónicas de señalización, son factores clave 
para entender las discrepancias entre los resultados de ambos trabajos. 
 
 El proceso de endocitosis, tanto la inespecífica como la mediada por receptor,  
no resultó disminuido tras la estimulación de la vía de señalización BMP en iDCs, como 
cabría esperar, dado que la disminución de la actividad endocítica de las DCs tras la 
maduración es uno de los fenómenos que caracterizan dicho proceso215. Esta reducción 
parece estar mediada principalmente por las GTPasas Cdc42 y Rac-1 y la proteína HS1, 
a través de rutas diferentes a las que regulan el resto de fenómenos que también tienen 
lugar durante la maduración215-219. En este sentido, Garrett y col217 demostraron cómo la 
microinyección en mDCs derivadas de médula ósea de la forma activa de la proteína 
Cdc42 restauraba su capacidad endocítica sin afectar al resto de características maduras. 
Más recientemente, dos trabajos han descrito que las DCs de bazo de ratón que habían 
madurado in vivo mediante la inoculación de diferentes estímulos, mantienen su 
capacidad para endocitar y presentar antígenos nuevos220,221. Por lo tanto, las proteínas 
BMP activarían en las iDCs rutas de señalización que no mediarían en la regulación de 
la capacidad endocítica de estas células pero sí en la adquisición de determinadas 
características maduras. 
 
 En cuanto a los mecanismos moleculares que podrían mediar la inducción de 
características maduras promovida en las iDCs en respuesta a ligandos BMP, como se 
ha discutido con anterioridad, las DCs responden a la estimulación de la vía de 
señalización BMP aumentando la transcripción de los genes ID. Estas proteínas, 
principalmente ID2, han sido ampliamente relacionadas con el desarrollo y 
diferenciación de diferentes subtipos de DCs182-184 y podrían, por tanto, participar en la 
mediación de los efectos inducidos por las BMPs. Sin embargo, no existen ningún 
trabajo que implique directamente a estas proteínas en la maduración de las DCs. 
 
 Por otro lado, los componentes de la familia de factores de transcripción RUNX 
han sido clásicamente descritos como mediadores moleculares de la respuesta a 
diferentes factores de crecimiento y diferenciación, incluyendo a componentes de la 
superfamilia del TGFβ, como las proteínas BMP21,222,223. Incluso se ha descrito que las 
proteínas RUNX interaccionan directamente con las proteínas BR-Smad en 
localizaciones subnucleares donde colaboran en la regulación de la expresión de genes 
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diana21,174. Nuestros resultados demuestran que la estimulación de la vía de señalización 
BMP induce la expresión de los tres componentes de la familia RUNX en las iDCs, lo 
que podría tener correlación con el incremento en los niveles de transcripción de estos 
genes observados tras la maduración de estas células. De los tres miembros de esta 
familia de factores de transcripción, RUNX3 parece ser el que más se ha implicado en la 
maduración de las DCs175-178. Concretamente, se ha descrito un papel positivo de 
RUNX3 en la expresión de las integrinas CD11a/CD18 y CD49b en MoDCs 
humanas175, mientras que, de forma aparentemente contraria, las DCs de ratones 
knockout para runx3 se muestran insensibles al efecto inhibidor de TGF y ven 
incrementada su capacidad aloestimuladora en respuesta a LPS176,177. Un posterior 
trabajo de Puig-Kröger y colaboradores describió la existencia de una isoforma de 
RUNX3 generada por splicing alternativo que se induce durante la maduración de las 
DCs y que controla negativamente la expresión de IL-8178. Estos trabajos apuntan, por 
tanto, a un papel bivalente de los factores de transcripción RUNX en la maduración de 
las DCs. De esta forma, la hipótesis de que la adquisición de características maduras 
inducida en MoDCs por la estimulación de la vía de señalización BMP estaría mediada, 
al menos en parte, por un aumento en la expresión de los miembros de la familia de 
proteínas RUNX tiene, cuanto menos, un fundamento lógico. 
 
 Un punto de inflexión en este trabajo fue el descubrimiento de la capacidad de 
las  DCs para producir BMPs y que esta producción se incrementara durante el proceso 
de maduración. Más concretamente, las iDCs producen niveles bajos de BMP-4 y la 
estimulación con citoquinas pro-inflamatorias induce un incremento paulatino de esta 
producción a lo largo del proceso de maduración. Además, el análisis por RT-PCR 
cuantitativa demuestra que la expresión de BMP2 y BMP6 también es fuertemente 
inducida, al menos a nivel de tránscrito, a consecuencia de la maduración, mientras que 
la de BMP7 muestra cierta tendencia a reducirse. Hay que destacar que este mismo 
fenómeno fue observado en la población de cDCs circulantes humanas CD1c (BDCA-
1)+, donde el cultivo con el mismo cóctel de citoquinas pro-inflamatorias incrementa la 
expresión de BMP2 y BMP6 hasta 3 y 40 veces respecto a las células no estimuladas, 
sin afectar a la expresión de BMP7.  
 
 Por el contrario, el análisis de los resultados obtenidos por RT-PCR y ELISA 
demuestra que BMP-4 no se expresa en monocitos cultivados en ausencia de señales 
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exógenas. En línea con nuestros resultados, un estudio publicado en 2011 muestra que 
los monocitos no son capaces producir BMP-2 en respuesta a diferentes factores como 
LPS o tras su cultivo en diferentes superficies224, mientras que sí pudo detectarse 
producción de BMP-2 por estas células tras su cultivo en medio suplementado con 
dexametasona225. Es bastante probable que esta discrepancia entre resultados se deba a 
las diferencias en el cultivo de los monocitos. 
  
 El cóctel de citoquinas pro-inflamatorias empleado para la maduración de las 
DCs en este estudio fue el desarrollado hace ya unos 16 años por Jonuleit y 
colaboradores226. Este cóctel es el estímulo madurativo usado mayoritariamente en los 
ensayos clínicos de inmunoterapia con DCs e incluye los factores TNFα, IL-1β, IL-6 y 
PGE2162. En la literatura pueden encontrarse numerosos trabajos que demuestran que la 
expresión de BMPs es inducida en diversos tipos celulares tras la estimulación con los 
diferentes componentes de este cóctel de citoquinas pro-inflamatorias, IL-6103,227-230, así 
como IL-1β231-234 y más claro si cabe PGE2179,235-238. Sin embargo, es TNFα el factor 
más ampliamente estudiado por su capacidad para regular la expresión de las 
BMPs180,181,190,231,239-242. Por este motivo, nos propusimos estudiar si TNFα, de entre las 
citoquinas pro-inflamatorias incluidas en el cóctel de maduración, era el único factor 
responsable de la inducción de la producción de BMPs en las DCs. La estimulación de 
las DCs solo con TNFα o con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias, pero sin TNFα, 
promovió la producción de BMP-4 de forma muy similar al cóctel completo.  
 
 Los resultados anteriormente descritos demuestran que TNFα no es un factor 
indispensable para la producción de BMPs inducida en DCs durante la maduración y 
sugieren que este fenómeno podría ser una característica inherente al proceso de 
maduración de estas células. Esta última hipótesis fue comprobada al medir la 
producción de BMP-4 en los sobrenadantes de DCs maduradas con diferentes 
estímulos. El estudio centrado en la estimulación de las DCs con dos estímulos 
madurativos clásicos como son CD40-L y LPS permitió observar cinéticas de 
producción de BMP-4 muy parecidas a las observadas cuando el cóctel de citoquinas 
pro-inflamatorias era el estímulo empleado. Es más, la estimulación de las DCs con 
diferentes agonistas de los receptores TLR resultó en la inducción, en mayor o menor 
medida, de la secreción de BMP-4 al medio. Solo hubo una excepción, pues la 
estimulación de TLR-3 con su agonista, el análogo de ARN de doble cadena Poly I:C, 
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no dio lugar a la producción de BMP-4, lo cual será discutido más adelante. Estos 
últimos resultados indican que la producción de BMPs en las DCs también podría estar 
regulada positivamente por la activación de los TLRs. En esta línea, la proteína TAK1, 
con un papel principal en la activación de las MAPKs para la transducción de la señal 
TLR tanto a través de MyD88 como de TRIF243, ha sido descrita recientemente en 
diversos sistemas como una molécula mediadora de la vía de señalización BMP244-248. 
Más concretamente, TAK1 activa a las proteínas p38, Erk y JNK en respuesta a 
proteínas BMP29 y además promueve y mantiene la señalización BMP a través de las 
proteínas Smads, demostrándose incluso su capacidad para fosforilar directamente a las 
BR-Smads245,246. Entre los genes diana de las BR-Smads se encuentran aquellos que 
codifican para las BMPs, por lo que TAK1 podría actuar como puente entre la 
estimulación TLR y la vía de señalización BMP. 
 
 Respecto a la estimulación de TLR-3 con Poly I:C, mientras que el resto de 
TLRs transducen su señal de activación al núcleo a través de la proteína MyD88, a 
excepción de TLR-4 que emplea tanto MyD88 como TRIF, TLR-3 es el único cuya 
transducción se lleva cabo de forma exclusiva a través de la proteína TRIF243. Esto 
sugiere que la producción de BMP-4 inducida por la activación de los TLRs podría ser 
dependiente de la activación de la proteína MyD88, aunque el mecanismo molecular 
que estaría subyacente a este fenómeno no ha sido demostrado. 
 
 De forma aparentemente contradictoria, la adición del inhibidor DM durante la 
maduración inducida por Poly I:C tuvo un efecto negativo sobre la inducción de algunos 
de los marcadores de maduración expresados por las mDCs. Estos resultados se deben a 
que, a pesar de no inducir la secreción de BMP-4, la estimulación con Poly I:C resultó 
en una mayor expresión de BMP6 (datos no mostrados), lo cual podría estar activando 
la vía de señalización BMP. Por lo tanto, podemos concluir que la maduración de las 
DCs en respuesta a un considerable número de estímulos promueve un aumento en la 
expresión de ligandos BMP por estas células.  
 
 Aunque el tratamiento con BMP-4 indujo la fosforilación de las proteínas BR-
Smad y el incremento en la expresión de los genes ID en mDCs, dicho tratamiento no 
tuvo efecto sobre su fenotipo o su supervivencia. Este hecho podría estar sugiriendo que 
mecanismos reguladores secundarios a la fosforilación de las proteínas BR-Smad, y no 
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presentes en iDCs, podrían estar actuando a medio-largo plazo bloqueando los efectos 
de la adición exógena de ligandos BMP. Los componentes de la ruta canónica de 
señalización BMP, incluyendo antagonistas, son simultáneamente mediadores y genes 
diana, por lo que la activación de esta vía de señalización suele estar acompañada de 
una mayor expresión de elementos reguladores con el objetivo de afinar el control de la 
amplitud de la señal83,249. En línea con este supuesto, se ha descrito que el cultivo de 
condrocitos de pacientes con osteoartritis en presencia de IL-1β induce, además de la 
expresión de BMP-2, la transcripción de la proteína inhibidora Smad-7180,250 (revisado 
en231). Por lo tanto, la supuesta activación autocrina/paracrina de la vía de señalización 
BMP que se induce en DCs en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias podría activar a 
su vez una serie de mecanismos reguladores, como expresión de I-Smads, que estarían 
inhibiendo un posible efecto de la adición exógena de BMP-4 durante y después de la 
maduración. 
 
 Otro objetivo fue dilucidar cuáles de las vías de señalización que se sabe que son 
activadas durante la maduración de las DCs podrían estar mediando la inducción de la 
expresión de los ligandos BMP. La generación de compuestos inhibidores para el 
bloqueo específico de diferentes rutas y factores de transcripción han permitido a 
numerosos laboratorios abordar el estudio del papel de estas vías de señalización en el 
proceso madurativo. Haciendo uso de estos inhibidores, nuestros resultados muestran 
que de las tres MAPKs, p38, Erk-1/2 y JNK, ampliamente relacionadas con la 
maduración de las DCs, tan solo la inhibición de p38 tuvo un efecto negativo sobre la 
expresión de BMP6. Por su parte, el bloqueo de Erk-1/2 y JNK, así como el de la 
proteína quinasa Src y el factor de transcripción NFAT, no afectó a la expresión de 
ligandos BMP inducida por citoquinas pro-inflamatorias. Tanto las MAPKs Erk-1/2 y 
JNK148,251,252 (revisado en253,254), como las proteínas de la familia Src255,256 y el factor de 
transcripción NFAT257,258 regulan principalmente la producción de citoquinas por las 
DCs estimuladas. Se podría pensar, por tanto, que la expresión de los ligandos BMP 
inducida durante la maduración de las DCs no es regulada por vías comunes a otras 
citoquinas. Por otro lado, la expresión de BMP6 también se vio afectada, aunque en 
menor medida, por la inhibición de PKC y CaMKII, ambas proteínas quinasa activadas 
durante la maduración de las DCs e implicadas en la adquisición de características 
funcionales en estas células259,260 (revisado en261). Igualmente pudo observarse un efecto 
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inhibidor muy similar a causa del bloqueo del factor de transcripción NF-KB, mediador, 
aunque no de forma exclusiva, de la mayoría de rutas hasta aquí descritas. 
 
 Como se ha adelantado más arriba, la vía de señalización de la MAPK p38, 
central en la maduración de las DCs, resultó ser la principal en la regulación de la 
inducción de las proteínas BMP durante la maduración de las DCs, dado que su 
inhibición reduce la expresión de BMP6 más de un 60% y alrededor de un 90% la de 
BMP2 (datos no mostrados). En correlación con nuestros resultados, la regulación de la 
expresión de proteínas BMP a través de la proteína p38 ya había sido descrita 
anteriormente por otros autores262,263, aunque esta es la primera vez que esta relación es 
reportada en las DCs. Es más, como se ha comentado anteriormente, p38 modula la 
expresión de ID2 inducida por BMP-4 en las mDCs. Esta serie de evidencias podría 
sugerir que la producción de ligandos BMP durante la maduración de las DCs estaría 
regulada y potenciada, mediante un mecanismo de retroalimentación positiva, a través 
de la activación de la p38 MAPK. 
 
 En relación a la conexión entre p38 y el resto de rutas estudiadas, en diferentes 
sistemas se ha descrito que tanto PKC264,265, como CaMKII266,267 pueden activar a p38, 
por lo que el efecto negativo de la inhibición de ambas proteínas sobre la expresión de 
ligandos BMP podría estar asociado precisamente a una menor activación de p38. De 
modo similar, el bloqueo de NF-KB también reduce la expresión de BMP6. Este factor 
de transcripción es regulado con frecuencia por p38268,269, lo que podría sugerir que p38 
regula la expresión de las proteínas BMP a través, en parte, de la activación de NF-B. 
De nuevo apoyando el papel destacado de p38, se ha demostrado recientemente que la 
PI3K puede reprimir la activación de esta proteína a través de la regulación negativa de 
la MAPKKK ASK-1270. Este mecanismo podría explicar que la adición del inhibidor 
especifico de PI3K resulte en un incremento en la expresión de BMP6, posiblemente a 
consecuencia de un aumento en los niveles de la forma activa de p38. En resumen, 
podríamos concluir que la expresión de ligandos BMP que se induce en las DCs en 
respuesta a citoquinas pro-inflamatorias está regulada por diversas rutas de señalización 
siendo la proteína MAPK p38 una pieza clave en esta regulación. 
 
 A tenor de los resultados que demuestran que la estimulación de la vía de 
señalización BMP induce la aparición de características maduras en las DCs, y dado que 
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la expresión de los ligandos BMP se ve incrementada en estas células tras la 
maduración con diferentes estímulos, parece lógico pensar que la vía de señalización 
BMP participa activamente en el proceso de maduración de estas células. El aumento en 
los niveles de la forma activa de las BR-Smads (Smad-1/5/8 fosforiladas) inducido por 
la estimulación con el cóctel pro-inflamatorio confirma que las proteínas BMP 
producidas por las DCs actúan como un factor autocrino/paracrino en estas células, 
activando la transducción de la señal BMP a través de la vía canónica.  Además, la 
adición del inhibidor DM durante la maduración de las DCs redujo los niveles de Smad-
1/5/8 fosforiladas, confirmando que dicha fosforilación es realizada de forma específica 
por los receptores de BMP tipo I. 
 
 Dado que la familia de proteínas ID son genes diana de la vía de señalización 
BMP en MoDCs, se estudió también su modulación a lo largo del proceso de 
maduración de las DCs como forma de confirmar la implicación de esta vía en dicho 
proceso. Mientras que la expresión de ID1 tiende a disminuir ligeramente durante la 
estimulación con citoquinas pro-inflamatorias, la de ID3 se reduce drásticamente tan 
pronto como a las 4 horas de estimulación para casi apagarse por completo a las 36 
horas. De forma contraria, los niveles del tránscrito de ID2 se incrementan de forma 
paulatina a lo largo de la maduración de las DCs. Estos resultados estarían en 
consonancia con otras publicaciones ya comentadas que han implicado a miembros de 
la familia de proteínas ID, principalmente ID2, en la diferenciación y maduración de las 
DCs182-184. La adición simultánea de DM, inhibidor específico de la vía BMP canónica, 
junto con el cóctel de citoquinas pro-inflamatorias nos brindó la posibilidad de analizar 
la contribución de esta ruta sobre la modulación de los genes ID durante la maduración 
de las DCs. Este tratamiento disminuyó de forma considerable la reducción en la 
expresión de ID1 e ID3 y el incremento en la de ID2, siendo máximo este efecto a las 
24 horas de estimulación y desapareciendo a las 36 horas. En base a estos resultados, 
por tanto, podemos concluir que la activación autocrina de la señalización BMP 
canónica estaría implicada en la regulación de los genes ID que se produce durante la 
maduración de las DCs, de forma temporalmente restringida a estadios tempranos y 
medios de este proceso. 
 
 Siguiendo con el estudio sobre la función que podría estar desempeñando la vía 
canónica de señalización BMP durante la maduración de las DCs, y haciendo uso del 
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compuesto inhibidor DM, se analizó el efecto del bloqueo de la vía BMP sobre la 
capacidad de estas células para incrementar la expresión de diferentes marcadores de 
maduración y de producir factores solubles en respuesta a la estimulación. Las DCs que 
maduran en presencia de DM expresan niveles muy similares a las control de HLA-DR, 
del marcador de maduración CD83 y de las moléculas co-estimuladores CD40, CD80 y 
CD86. Asimismo, el tratamiento con DM no altera la secreción al medio de IL-8 e IL-
12p70, mientras que la liberación de IL-10 se incrementa muy ligeramente respecto a 
las DCs que maduran en situación control. Sin embargo, el bloqueo de la vía canónica 
de señalización BMP durante la maduración de las DCs reprime el incremento en la 
expresión de los ligandos de PD-1, PD-L1/B7-H1 y PD-L2/B7-DC, propio de este 
proceso. Hay que destacar que este mismo efecto visto en las MoDCs se observa 
también en las cDCs de sangre periférica, indicando que la regulación de los PD-Ls por 
la ruta BMP no es un mecanismo exclusivo de las MoDCs, sino que también está 
presente en otras poblaciones de DCs. Es más, el papel de la señalización BMP en la 
regulación de la expresión de los PD-Ls en cDCs se vio apoyado por los resultados que 
muestran que la activación exógena de esta vía por la adición de BMP-4 incrementa el 
porcentaje de células PD-L1+, aunque la expresión de PD-L2 no se modifica. Dado que 
PD-L2 no se expresa de forma constitutiva en las cDCs, es probable que su inducción 
requiera de una estimulación más potente que la proporcionada por la adición del 
ligando BMP-4. 
 
 Nuestros resultados demuestran por primera vez una relación entre la vía de 
señalización BMP y la expresión de PD-L1 y PD-L2 en las DCs, lo cual se relaciona 
con el tipo de respuesta que van a inducir en otras células. PD-1 es una molécula de 
membrana de carácter inmunosupresor que se expresa de forma inducible en linfocitos 
T CD4+ y CD8+, en células NK, células NKT y en linfocitos B144,145. Aunque también se 
ha descrito en humano su expresión inducida vía TLR en monocitos y DCs periféricas 
CD11c+271, la implicación de PD-1 en procesos de inmunidad y tolerancia se debe 
principalmente a su expresión en linfocitos144,145,272. Es por ello que sus ligandos, PD-
L1 y PD-L2, descritos por primera vez en 1.999 y 2.001, respectivamente, han sido 
estudiados con creciente interés en los últimos años151,273. PD-L1 y PD-L2 son 
glicoproteínas transmembrana tipo I, comparten entre ellas un 40% de identidad en la 
secuencia de aminoácidos y pertenecen a la familia B7 de moléculas co-
estimuladoras274. Aunque se ha sugerido que estas moléculas podrían funcionar como 
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ligandos que señalizan de forma reversa275,276, su principal función inmunosupresora la 
ejercen a través de su unión al PD-1 expresado en otra célula. En cuanto a su expresión, 
PD-L1 está presente de forma constitutiva en un gran número de tejidos adultos sanos, 
mientras que la presencia de PD-L2 está mucho más restringida151,277-279 (resumido en 
145). Ambos ligandos son inducibles en respuesta a gran variedad de estímulos y han 
sido implicados en un número considerable de desordenes patológicos. Tal vez la mayor 
ubicuidad de PD-L1 ha llevado a que sea éste el ligando de PD-1 más estudiado. 
 
 En el sistema inmunológico, se ha descrito en ratón que ambos ligandos son 
expresados en timo, mientras que solo PD-L1 se expresa en bazo. El papel 
inmunomodulador de la interacción PD-1/PD-Ls ha sido apoyado por numerosos 
trabajos que demuestran la implicación de estas moléculas en desordenes 
autoinmunes280,281. Es más, el bloqueo de la interacción PD-1/PD-L1 en un modelo de 
trasplante conduce a un rechazo acelerado del injerto282, lo cual hace evidente el 
carácter inmunosupresor de esta interacción. En esta línea, se ha descrito que la señal 
PD-1/ligandos es explotada por virus y tumores para protegerse ante el ataque de células 
del sistema inmunitario283-285. En correlación con estos trabajos, se ha descrito la 
expresión de PD-L1 y PD-L2 en linfocitos T, macrófagos, monocitos, linfocitos B, y en 
mastocitos derivados de médula ósea, cuya función sería la de regular su interacción con 
otros tipos celulares146,276,278,286,287 (revisado en144,145,274). 
 
 Varios trabajos muestran la expresión de los ligandos de PD-1 en las DCs, 
siendo esta expresión constitutiva, en el caso de PD-L1, e inducible, en el caso de PD-
L1 y PD-L2147-149. Más en particular,  Breton y colaboradores demostraron la capacidad 
de las MoDCs para incrementar la expresión de PD-L1 y PD-L2 en respuesta a una gran 
variedad de estímulos288. Sin embargo, los mecanismos moleculares que regulan la 
expresión de los PD-Ls en las DCs no han sido tan ampliamente estudiados. En un 
estudio publicado en 2003, los autores encontraron que las DCs de ratones deficientes 
para STAT4, STAT6 y NF-B no exhiben alteraciones en la expresión de PD-L1, 
mientras que la ausencia de STAT6 y NF-B sí redujo la expresión únicamente de PD-
L2 en respuesta a LPS, IL-4 e IFN281. Asimismo, Karakhanova y colaboradores, 
analizando el efecto de la inhibición de las MAPK p38 y MEK y de PI3K sobre la 
expresión de PD-L1 en diferentes subpoblaciones de DCs, encontraron que la expresión 
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de dicho ligando inducida por citoquinas pro-inflamatorias en las MoDCs era 
fuertemente dependiente de la activación de MEK, PI3K y, en menor medida, p38148. 
Como ya se ha comentado, en las DCs estas proteínas son mediadores primarios de 
rutas de señalización cuya activación es esencial en la respuesta a citoquinas, por lo que 
no es sorprendente que su inhibición provoque alteraciones notables en un fenómeno 
asociado a esta respuesta como es el aumento en la expresión de PD-L1. Nuestro 
trabajo, sin embargo, demuestra que la expresión de PD-L1 y PD-L2 es controlada en 
parte por la vía BMP canónica en las MoDCs y las cDCs, implicando por primera vez a 
una ruta independiente a la estimulación con citoquinas en la regulación de estas 
moléculas. No obstante, aunque el efecto de la inhibición de las proteínas Smad sobre la 
expresión de los PD-Ls es específico y de considerable magnitud, el bloqueo observado 
no fue absoluto. Puesto que la DM actúa inhibiendo únicamente la vía canónica de 
señalización BMP, es posible que rutas alternativas dependientes o independientes de 
BMP, como es el caso de las vías de p38, MEK/Erk y PI3K, también podrían estar 
participando en esta regulación. 
 
 Por lo que respecta a la señales que la DC proporciona a nivel de membrana, el 
desenlace de la interacción DC-linfocito T va a estar sujeto al balance entre moléculas 
co-estimuladoras y co-inhibidoras expresadas por las DCs144,272. En relación a esto, el 
ratio entre ambos tipos de moléculas ha sido correlacionado en varios estudios con la 
mayor o menor capacidad inmunogénica de las DCs e incluso propuesto como marcador 
de pronóstico en pacientes con infección por VIH289-291. En nuestro sistema 
experimental, la menor expresión de los PD-Ls a causa del bloqueo de la señalización 
BMP canónica resulta en un incremento de alta significación estadística de los ratios 
entre CD80, CD86, CD40 y PD-L1 y PD-L2. Estos resultados indican que las mDCs 
tratadas con DM exhiben una clara ventaja en su perfil de moléculas co-estimuladoras, 
lo cual sugiere que podrían presentar una habilidad inmunoestimuladora aumentada. 
 
 Para evaluar este último punto se analizó primeramente la capacidad de estas 
DCs para inducir la respuesta proliferativa y la producción de citoquinas en linfocitos T 
CD4+ vírgenes alogénicos. Tal y como la caracterización fenotípica sugería, las DM-
mDCs estimulan la proliferación de las células T de forma más eficiente que las mDCs 
control, lo cual es acompañado por un incremento en la producción de IL-2, citoquina 
estrechamente asociada a la respuesta proliferativa de los linfocitos T. Multitud de 
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trabajos muestran resultados muy similares a los aquí presentados como consecuencia 
del bloqueo del eje PD-1/PD-Ls durante la interacción DC-célula T. Concretamente, se 
ha descrito que la adición de anticuerpos bloqueantes contra PD-L1 y PD-L2 es capaz 
de incrementar la respuesta proliferativa y producción de citoquinas por linfocitos 
T279,292, e incluso de restaurar la respuesta in vitro de las células T de pacientes 
afectados de patologías crónicas de origen infeccioso, como son la Hepatitis C, la 
Hepatitis B y el SIDA entre otros, asociadas a aparición de linfocitos T exhaustos que 
expresan altos niveles de PD-1 en membrana283,285,293. En este mismo sentido, en un 
modelo de trasplante, la sobreexpresión de PD-L1 en DCs reprime la respuesta de los 
linfocitos T CD8 mejorando la supervivencia de los individuos transplantados294. 
 
 Los datos encontrados en la literatura apoyan nuestra hipótesis según la cual una 
menor expresión de los PD-Ls, como la observada en DM-mDCs, sería la principal 
causa del aumento en la respuesta proliferativa y la producción de IL-2 inducida en los 
linfocitos T. Sin embargo, y de forma contraria a lo que cabría esperar, los niveles de 
IFN no se vieron incrementados en estos cultivos. No obstante, Wei y colaboradores295 
han publicado muy recientemente un estudio donde, haciendo uso de un elegante 
modelo de presentación antigénica in vitro, demuestran que la magnitud de la señal PD-
1/ligandos no afecta por igual a todas las funciones efectoras de los linfocitos T. 
Mediante su modelo experimental, consiguen demostrar que en la respuesta antígeno-
específica la señalización PD-1/PD-L1 afecta principalmente a la proliferación de las 
células T. La entrada de Ca2+ hacia el citoplasma y la producción de IL-2 también se 
mostraron especialmente sensibles a sobreexpresión de PD-1 por linfocitos T, mientras 
que el bloqueo de la producción de IFN y MIP-1β requiere niveles de expresión de PD-
1 muy superiores. Por lo tanto, es posible que el bloqueo de la vía canónica de 
señalización BMP durante la maduración de las DCs provoque una disminución en la 
expresión de los PD-Ls suficiente para aumentar su capacidad para estimular la 
proliferación y producción de IL-2 en linfocitos T pero no de la magnitud necesaria para 
afectar a la producción de IFN. 
 
 De forma muy similar a los resultados obtenidos en relación a la estimulación de 
los linfocitos T CD4+, las DM-mDCs inducen de forma más eficiente la actividad 
citotóxica de las células NK contra la línea tumoral K562, a pesar de que los niveles de 
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IFN en estos co-cultivos se encuentran disminuidos. Los resultados obtenidos en los 
últimos años sobre el diálogo cooperativo existente entre DCs y células NK le han dado 
a esta interacción un papel central en el inicio y desarrollo de la respuesta 
inmunitaria296-298. Según se ha descrito, las células NK en reposo requieren la 
participación de APCs para alcanzar una competencia completamente funcional. La 
activación de las células NK por las DCs se denomina "primado" y, aunque requiere la 
participación de factores solubles, depende en gran medida del contacto celular. Este 
contacto no solo facilita la respuesta a las citoquinas producidas por las DCs, 
principalmente IL-12 e IL-18, y la trans-presentación de IL-15, si no también la 
concentración de receptores de membrana y moléculas de adhesión que van a 
condicionar el desenlace de esta interacción299.  
 
 En nuestro contexto, cabe destacar que varios grupos han demostrado un 
incremento en la capacidad citotóxica de células NK contra células tumorales y células 
infectadas gracias al bloqueo, tanto in vivo como in vitro, de la señal PD-1/PD-L1300-303. 
Igualmente, la expresión de PD-1 en células NK durante procesos de infección crónica 
por virus ha sido recientemente relacionada con la alteración de las funciones efectoras 
de estas células de forma muy similar a la de los linfocitos T CD8+ exhaustos304,305. De 
forma paralela, se ha visto que el cultivo de células NK primarias con IL-15, al igual 
que con IL-2, incrementa la expresión de PD-1300,304. El hecho de que ambas citoquinas 
sean producidas por DCs sugiere que durante la interacción DC-NK la expresión de PD-
1 podría ser inducida en las células NK, de forma que su unión a PD-L1/2 entraría a 
formar parte de las señales inhibidoras que, junto a las activadoras, son integradas en el 
diálogo entre DCs y NKs. Por lo tanto, podría plantearse que la mayor citotoxicidad 
inducida en las NKs por contacto con las DM-mDCs podría deberse a la menor 
expresión de PD-L1 y PD-L2 observada en estas células. Por otro lado, la menor 
producción de IFN inducida por las DM-mDCs hace difícil poder descartar la 
participación de otros factores en esta interacción. 
 
 Los factores de transcripción de la familia IRF han demostrado ser claves en la 
diferenciación y el desarrollo de la mayoría de subpoblaciones de DCs descritas hasta la 
fecha186,187. De entre los miembros de la familia IRF, IRF1 es uno de los más estudiados 
en cuanto a su capacidad para regular diferentes aspectos característicos de las DCs 
maduras. Principalmente, IRF1 regula la producción de IL-12 por DCs, aunque también 
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se ha postulado su participación en la expresión del marcador de maduración CD83306-
309. Además, IRF1 ha sido propuesto como un factor clave en la regulación de la 
expresión de PD-L1, puesto que su unión a la región promotora de PD-L1/CD274 es un 
requisito indispensable para la expresión, tanto constitutiva como inducida por IFNde 
este gen en la línea celular humana de cáncer de pulmón A549189. 
 
 En base a estas publicaciones, IRF1 se presentaba como un candidato efector 
para mediar los efectos observados en DM-mDCs. Efectivamente, y en correlación con 
la menor expresión de PD-L1/2, el bloqueo de la vía canónica de señalización BMP 
durante la maduración de las MoDCs reduce de forma importante los niveles del 
tránscrito de IRF1 así como el porcentaje de células con una elevada expresión de la 
proteína, que llega a reducirse hasta a un tercio del valor de las células control. Es 
importante destacar que el tratamiento con DM no altera los niveles de transcripción de 
IRF8, otro miembro de la familia de factores de transcripción IRF estrechamente 
asociado al control de la funcionalidad de las DCs310,311. Dos resultados de este trabajo 
apuntan a que el gen IRF1 podría ser un gen diana de la vía canónica de señalización 
BMP durante la maduración de las DCs. Por un lado, la presencia del inhibidor DM 
durante la maduración de las DCs bloquea casi por completo el aumento en la 
transcripción de IRF1 tan pronto como a las 4 horas de estimulación y de forma 
mantenida hasta al menos las 10 horas. Por otro lado, la estimulación de iDCs con 
BMP-4 induce, aunque discretamente, la expresión de IRF1, mientras que la adición de 
DM reduce esta expresión por debajo de niveles basales. Estos últimos resultados son 
interesantes pues indican que la vía canónica de señalización BMP endógena en las DCs 
participaría de forma directa sobre la expresión de IRF1. 
 
 En cuanto a la regulación transcripcional de IRF1, Hu y colaboradores han 
descrito la existencia de secuencias de DNA de unión a STAT (secuencias GAS) 
presentes en la región promotora de IRF1 y que la estimulación de MoDCs con 
citoquinas induce la unión a estas secuencias de un complejo de proteínas entre las que 
proteínas podría encontrarse STAT1188. Estos resultados podrían estar relacionados con 
nuestros hallazgos, pues se ha visto que proteínas Smad y STAT pueden interaccionar 
físicamente gracias al co-activador transcripcional p300, que actuaría como puente entre 
ambas proteínas312. Se podría especular, por tanto, que la expresión de IRF1 inducida 
durante la maduración de las DCs podría ser mediada en colaboración por proteínas 
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Smad y STAT. Asimismo, se ha descrito que la estimulación de macrófagos con TNFα 
induce la activación no canónica y tardía (a las 24 horas) de STAT1313. Este mecanismo 
podría explicar que, a pesar de encontrarse siempre por debajo del control, la 
transcripción de IRF1 en las DM-mDCs se vea incrementada a las 24 horas de 
estimulación a causa de la acción de proteínas STAT y de forma independiente de las 
proteínas BR-Smad. 
 
 De forma muy similar a los resultados obtenidos en las MoDCs, el bloqueo de la 
vía BMP canónica durante la maduración de las cDCs tuvo el mismo efecto sobre la 
expresión de IRF1 a nivel de proteína, lo que apoya que la regulación de IRF1 por la vía 
BMP no es un mecanismo exclusivo de las MoDCs, sino que es compartido por otras 
subpoblaciones de DCs. 
 
 Para comprobar si efectivamente la expresión inducida de los PD-Ls se produce 
a través del factor de transcripción IRF1 en las DCs, se empleó la técnica de 
silenciamiento génico mediante siRNAs específicos. El silenciamiento de IRF1 en las 
iDCs provocó una reducción en la expresión de PD-L1 y PD-L2 equivalente al efecto 
del tratamiento con DM, es decir, sin afectar a la expresión del resto de marcadores 
estudiados. Sin embargo, el bloqueo en la inducción de los PD-Ls a causa del 
silenciamiento de IRF1 fue de menor magnitud que el inducido por la inhibición de la 
ruta BMP. Todo esto a pesar de que la reducción en los niveles del tránscrito de IRF1 
fue comparable entre ambos casos. Una posible explicación a estos resultados 
aparentemente controvertidos, sería la posibilidad de que la vía BMP regule los niveles 
de IRF1 por mecanismos adicionales a la transcripción génica, como los propuestos por 
otros autores para miembros de la familia de factores de transcripción IRF314 y del 
propio IRF1315,316.  
 
 En resumen, este es el primer trabajo que propone a IRF1 como gen diana de la 
vía canónica de señalización BMP, implicando al eje BMP/IRF1 en el incremento en la 
expresión de PD-L1 y PD-L2 inducido en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias en 
MoDCs y cDCs. No obstante, no se puede descartar que esta vía podría no ser la única 
implicada en la regulación de la expresión de los PD-Ls, pues otros mecanismos 
moleculares han sido implicados previamente148,286,317,318. Estos mecanismos 
alternativos, que implican principalmente a las proteínas STAT y a diferentes MAPKs, 
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podrían explicar también que el bloqueo de la DM sobre la inducción en la expresión de 
los PD-Ls no sea absoluto. 
 
 En relación a la posible relevancia de la capacidad de las proteínas BMP de 
inducir la maduración funcional y fenotípica de las DCs, varios autores han descrito un 
incremento en la expresión de los ligandos BMP en diversos desórdenes patológicos en 
los que toman parte las DCs. Estos desórdenes incluyen cáncer y otros procesos 
inflamatorios como asma, ateroesclerosis, esclerosis múltiple y artritis reumatoide64,319-
324. En este contexto, el encuentro de la DCs presentes en el tejido con un 
microambiente enriquecido en BMPs podría inducir en estas células un incremento en la 
expresión de moléculas co-estimuladoras y en la producción de citoquinas pro-
inflamatorias. La habilidad de estas DCs con características maduras para seguir 
captando antígenos, sumado a su capacidad aumentada para estimular linfocitos T 
CD4+, podría suponerles un papel importante en la iniciación y perpetuación de estas 
patologías. Un ejemplo ilustrativo para esta hipótesis podría ser la ateroesclerosis, en la 
que se ha visto que las turbulencias a las que están expuestas regiones arteriales 
afectadas preferencialmente por esta patología, son suficientes para inducir la 
producción de BMP-4 por el endotelio66. La posible respuesta a este ligando de las DCs 
que residen en la lámina íntima de estos vasos induciría la maduración de estas células, 
por lo que este fenómeno podría participar activamente en la iniciación de la 
consecuente inflamación asociada a la ateroesclerosis.  
 
 Por otro lado, y en relación con los datos aportados que apoyan que las DCs 
humanas producen ligandos BMP que regulan de forma autocrina/paracrina la expresión 
de PD-L1 y PD-L2 durante la maduración, estos hallazgos podrían tener especial 
relevancia en el contexto de las estrategias actuales para la mejora ex vivo de vacunas 
anti-tumorales basadas en DCs. Aunque la inmunoterapia con DCs ha sido probada 
como clínicamente segura y eficaz en la inducción de una respuesta inmunitaria 
específica contra el tumor, sólo se ha reportado un número muy limitado de pacientes de 
cáncer con los objetivos clínicos alcanzados162. La inducción de tolerancia y la 
supresión de la respuesta inmunitaria mediada por las células tumorales y su 
microambiente, así como las condiciones subóptimas para generar DCs 
inmunoestimuladores suficientemente potentes, son los principales factores que han 
contribuido al limitado éxito clínico162,325. Por tanto, la modificación de las propiedades 
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funcionales de las DCs representa una estrategia atractiva para la mejora de su 
capacidad inmunogénica y, por ende, para potenciar la eficacia de estas vacunas. 
Diferentes acercamientos en esta dirección ya han sido llevados a cabo e incluyen la 
adición de potenciadores inmunitarios así como la inhibición de factores 
inmunosupresores como son SOCS-1, IDO ó el propio eje PD-1/PD-Ls161,325,326. En este 
contexto, nuestros resultados, que muestran que la manipulación de la vía de 
señalización BMP, mediante la adición del inhibidor DM, durante el proceso de 
maduración de las DCs aumenta su capacidad para estimular a linfocitos T sin afectar al 
resto de características estudiadas, podrían ser de interés en el campo de la 
inmunoterapia. 
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 Como ya se ha comentado, la principal característica que ha llevado a las DCs a 
ser consideradas una pieza clave en la respuesta inmunitaria adaptativa es su capacidad 
para la captación de antígenos, madurar y llevar a cabo la presentación antigénica a 
linfocitos T vírgenes. Gracias a su gran capacidad migratoria, el antígeno captado en la 
periferia es transportado de forma eficiente a las regiones T de los ganglios linfáticos109. 
La comunicación entre DCs y células T se rige por lo que algunos autores han dado en 
llamar la hipótesis de las "tres señales", donde la "señal 1" hace referencia a la 
interacción TCR-MHC y la "señal 2" a la co-estimulación dependiente de moléculas de 
membrana161,327,328. Dado que las DCs secretan diferentes citoquinas durante la 
presentación antigénica que van a condicionar la respuesta y diferenciación de las 
células T, este conjunto de factores solubles secretados por las DCs y otras APCs se 
engloba en lo que sería la "señal 3" y parece jugar un papel esencial en la adquisición de 
las características efectoras maduras de las diferentes subpoblaciones de células T125,329. 
En base a esto, parece lógico pensar que los ligandos BMP producidos por DCs tras la 
maduración podrían actuar también modulando la respuesta de los linfocitos T.  
 
 Como primer acercamiento al estudio de esta hipótesis, nuestros resultados 
muestran que los linfocitos T CD4+ vírgenes humanos activados vía TCR expresan a 
nivel de tránscrito tanto los receptores tipo I de BMP (BMPRIA/ALK-3, BMPRIB/ALK-6 
y ActRIA/ALK-2) y el receptor tipo II (BMPRII, datos no mostrados), como los 
miembros del grupo de proteínas BR-Smad y la Co-Smad/Smad-4. A diferencia de lo 
que sucedía en el caso de las DCs, la relación entre los linfocitos T y las BMPs es un 
campo relativamente más explorado. En lo que se refiere a células T maduras, nuestro 
grupo describió previamente que los linfocitos T CD4+ de ganglio linfático de ratón 
expresan BMPRIA, BMPRIB y ActRIA y que esta expresión se incrementa en respuesta 
a la estimulación con anti-CD3/anti-CD2881. En humano, líneas celulares linfoblásticas 
expresan mayoritariamente los receptores ActRII y BMPRIA, mientras que la expresión 
de BMPRII y BMPRIB es mínima o inexistente194. Por otro lado, también se ha descrito 
que tanto la línea celular Jurkat T como los linfocitos T CD4+ de sangre periférica 
presentan en membrana de forma diferencial los receptores ActRIA, BMPRIA y 
BMPRII, estando esta expresión asociada a células T efectoras en el último caso83. 
 
 Más importante aún, y en consonancia con anteriores publicaciones83,194, 
nuestros resultados demuestran que la estimulación durante una hora con el ligando 
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BMP-4 es suficiente para modular la expresión de ID1-3 en linfocitos T CD4+ 
activados. Se confirma así que los genes ID se comportan como genes diana de la 
señalización BMP también en células T y que estas células son capaces de responder a 
la estimulación con BMPs. Este conjunto de datos sugiere que los linfocitos T CD4+ 
podrían ser diana de las proteínas BMP producidas por las mDCs. 
 
 Nuestros resultados muestran también que la expresión de BMPRIA en los 
linfocitos T CD4+ vírgenes se induce rápidamente en respuesta a la estimulación con 
anti-CD3/anti-CD28 incrementando gradualmente el porcentaje de células positivas 
para este receptor  hasta alcanzar un máximo del 25-30% a los 5 días de activación. La 
expresión de BMPRIA se asocia preferentemente con las células T activadas, lo cual 
había sido descrito anteriormente por nuestro grupo en linfocitos T CD4+ periféricos de 
ratón81 y podría indicar que las células competentes para responder a los ligandos BMP 
son precisamente aquellas que responden a la estimulación vía TCR. Es más, la 
activación de las células T mediante la estimulación con el mitógeno ConA o el 
tratamiento combinado con PMA más ionomicina, que inducen activación TCR 
dependiente e independiente respectivamente, también induce la expresión de BMPRIA 
preferentemente en células T CD4+/CD25+. Estos resultados sugieren que la inducción 
de la expresión de BMPRIA y su asociación con la expresión de CD25 es un fenómeno 
ligado a la activación de los linfocitos T CD4+, independientemente de la naturaleza del 
estímulo activador. 
 
 Con el objetivo de extrapolar los resultados obtenidos in vitro a un sistema in 
vivo, se aprovecharon los resultados de un estudio en individuos trasplantados de 
médula ósea en los que se analizó la expresión diferencial de BMPRIA en la población 
CD3+ y en función del posterior desarrollo de EICH agudo. El análisis de estas muestras 
evidencia una correlación entre la progresión de esta enfermedad y su tratamiento con la 
expresión de BMPRIA en los linfocitos T del paciente. Concretamente, el desarrollo de 
la EICH incrementa el porcentaje de células T positivas para BMPRIA en el momento 
del diagnóstico y, más interesante aún, este porcentaje se reduce drásticamente a 
consecuencia del tratamiento con inmunosupresores y posterior remisión de la 
patología. Puesto que la EICH es un síndrome que culmina en inflamación sistémica y 
en el cual es bien conocido el papel central de los linfocitos T como células 
efectoras195,330, es muy probable que, al igual que sucedía in vitro, la expresión de 
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BMPRIA se dé de forma mayoritaria en linfocitos T activados. El hecho de que la 
expresión de BMPRIA se reduzca tras el tratamiento inmunosupresor de los pacientes 
también apoya el que la expresión de BMPRIA en las células T esté asociada a un 
estado activado de estas células. 
 
 Una posible explicación para el incremento en la expresión de BMPRIA en los 
cultivos de linfocitos T podría ser la presencia de una subpoblación linfocitaria 
BMPRIA+ minoritaria, presente en la población inicial, que podría resultar expandida 
gracias a estimulación vía TCR. Esta cuestión fue abordada mediante la separación y 
posterior cultivo de las células T activadas CD25+ en función de si expresaban o no 
BMPRIA. Aproximadamente la mitad de las células CD25+BMPRIA+ puestas en 
cultivo pierden la expresión en membrana de BMPRIA tras 36 horas de re-estimulación 
con anti-CD3/anti-CD28, mientras que, por el contrario, las mismas condiciones de 
cultivo inducen en las células CD25+BMPRIA- la aparición de aproximadamente un 10-
15% de células con una alta expresión de BMPRIA. Como hemos discutido 
anteriormente en relación con los resultados correspondientes a las DCs, la endocitosis 
de los receptores de BMP una vez captado el ligando es un hecho crucial para la 
posterior transducción de la señal. Además de este mecanismo modulado 
principalmente por la presencia de ligando, también se ha descrito que los receptores de 
BMPs experimentan endocitosis de forma constitutiva en ausencia de ligando, 
mostrando una vida media para su presencia en membrana de aproximadamente 14 
minutos35. Este mecanismo, típico de proteínas con una alta tasa de renovación en 
membrana, no es extraño en linfocitos T CD4+. Concretamente, se ha descrito en estas 
células que la proteína CTLA-4 sufre endocitosis constitutiva dependiente de clatrina y 
dinamina incluso durante la activación vía TCR o por estimulación con 
PMA/ionomicina, y que dicho tráfico celular toma parte en la regulación del reciclaje y 
la degradación de esta molécula331. Aunque no se puede asegurar que este sea el caso 
del receptor BMPRIA, nuestros resultados sugieren que la expresión en membrana de 
BMPRIA se podría producir de forma cíclica en las células T a lo largo del cultivo con 
anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 y, por lo tanto, a lo largo de la activación. 
 
 Una vez comprobado que la activación promueve en las células T la 
competencia para responder a las proteínas BMP, se analizó el efecto que un aporte 
exógeno de estos ligandos podría tener sobre aspectos fundamentales de la activación de 
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estas células. La estimulación de la vía de señalización BMP mediante la adición de 
BMP-2 y BMP-4 incrementó la respuesta proliferativa de las células T inducida por la 
activación con anti-CD3/anti-CD28. Tanto BMP-2 como BMP-4 indujeron también un 
aumento en la expresión del marcador de activación CD25 y en la producción de las 
citoquinas pro-inflamatorias TNFα e IFN. Igualmente, el tratamiento con ambos 
ligandos resultó en una mayor producción de IL-2. Estos resultados, novedosos en 
humano, se encuentran estrechamente relacionados con los presentados en otros 
estudios, aunque pueden encontrarse ciertas discrepancias. Por un lado, Tzachanis y 
colaboradores no lograron detectar fosforilación de Smad-1 inducida por estimulación 
con BMPs en células T CD4+ humanas en reposo, ni pudieron observar un efecto de 
BMP-2 y BMP-4 sobre la respuesta proliferativa producida durante la activación con 
anti-CD3/anti-CD28. Sin embargo, estas células sí expresaban los tránscritos de 
BMPRIA y BMPRII y la transcripción de SMAD1 era incrementada en respuesta a la 
estimulación del TCR196. Por otro lado, en la línea celular Jurkat T, la estimulación con 
BMP-6 induce la fosforilación de Smad-1/5/8 y de las MAPKs Erk y p38 y afecta 
negativamente a la proliferación basal de estas células a través de un incremento en la 
expresión de ID183. 
 
 Por el contrario, y en mayor consonancia con nuestros resultados, cuando 
linfocitos CD4+ de bazo de ratón primados en presencia de BMP-2 o BMP-4 son re-
estimulados con APCs irradiadas puede observarse un ligero aumento en la 
proliferación82. En este caso, los autores de este estudio sí consiguieron detectar 
fosforilación de Smad-1en respuesta a BMP-2 o BMP-4 en células T CD4+ en reposo. 
Siguiendo esta línea, nuestro grupo ha demostrado previamente que los ligandos BMP-2 
y BMP-4 afectan de forma diferencial a la respuesta proliferativa de linfocitos T CD4+ 
de ganglios linfáticos de ratón inducida vía TCR, siendo este efecto negativo y positivo 
respectivamente para cada ligando81. También en linfocitos T CD4+ de ratón se ha 
descrito que el bloqueo de la señalización BMP inhibe de forma específica la 
fosforilación de Smad-1/5/8 inducida por BMP-2 sin afectar a la de Smad-2, mediador 
de la señalización TGF-La presencia de este tratamiento durante la activación de 
estas células reduce de forma considerable la proliferación inducida por la señalización 
TCR produciendo un arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular a causa de la acumulación 
de p27kip1 85. Asimismo, en este modelo experimental, la producción de IL-2 y la 
expresión de CD25 también se vieron afectados, posiblemente a causa de la 
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disminución en los niveles Runx1 activado. Finalmente, en células T CD8+ efectoras se 
ha visto que miembros de la superfamilia TGF-, BMP-4 entre ellos, incrementan la 
producción de IFN que ocurre durante la respuesta antígeno-específica84. Todo estos 
trabajos aportan una serie de evidencias que apuntan a que la vía de señalización BMP 
podría desempeñar una función reguladora de diferentes características efectoras de las 
células T y, más concretamente, apoyan la hipótesis de que la estimulación de la vía de 
señalización BMP durante la activación de los linfocitos T CD4+ regula positivamente 
la proliferación y la producción de citoquinas por estas células. 
 
 De forma muy similar a lo observado en el modelo de activación con anti-
CD3/anti-CD28, el contacto con mDCs induce en las células T CD4+ la expresión en 
membrana de BMPRIA. Mientras que en los cultivos de linfocitos T aislados se 
mantuvieron niveles mínimos de expresión de BMPRIA, en los co-cultivos mDC-
linfocito T se incrementó de forma gradual el porcentaje de células 
CD3+CD4+BMPRIA+. Como era de esperar, aquellas células que proliferaban en 
respuesta a la estimulación con mDCs son las que expresaron de forma mayoritaria los 
marcadores de activación CD25 y CD69. El patrón de expresión de estas moléculas fue 
muy similar al que pudo observarse para la expresión de BMPRIA, ya que ésta se 
encontró asociada prácticamente solo a las células que estaban proliferando y que por lo 
tanto eran CD25+CD69+. En correlación con la presencia de BMPRIA, la expresión de 
la forma activa de Smad-1/5/8 se observó igualmente solo en las células que se habían 
dividido. Estos resultados parecen indicar que la activación de la vía canónica de 
señalización BMP en las células T, que presumiblemente se produciría en respuesta a 
las proteínas BMP producidas por las mDCs, podría estar mediando en su capacidad 
proliferativa. 
 
 Un gran número de trabajos han demostrado que los ligandos BMP son capaces 
de modular la proliferación de un considerable número de tipos celulares 
hematopoyéticos como son timocitos75-77, linfocitos B86,89, células madre 
hematopoyéticas332-334, macrófagos93 y, como se ha dicho anteriormente, linfocitos T 
maduros81-83,85. Esta relación entre el ciclo celular y las proteínas BMP se estudió en 
más profundidad en nuestro sistema mediante el fenotipado de las células T en función 
de la fase del ciclo celular en que se encontraban. Según estos resultados, la expresión 
de BMPRIA parece suponer una ventaja para los linfocitos T en términos de entrada en 
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ciclo celular, siendo mayor esta ventaja en los primeros momentos de la interacción 
mDC-linfocito T. Aunque las células BMPRIA+ ciclan más que las BMPRIA- en todo 
momento, esta diferencia se va perdiendo conforme el co-cultivo avanza en el tiempo. 
Más en detalle, las células en ciclo pasan de ser mayoritariamente CD25-BMPRIA+ al 
comienzo del co-cultivo, a ser CD25+BMPRIA+ y CD25+BMPRIA- en igual proporción 
a los 4 días, para terminar a los 6 días con un fenotipo mayoritario CD25+BMPRIA-. 
Por lo tanto, se podría conjeturar que al primer contacto con las mDCs, aquellas células 
T que expresan BMPRIA a consecuencia de la activación del TCR podrían responder a 
las BMPs secretadas por las mDCs cuya función sería la de promover la entrada en ciclo 
celular. En momentos más tardíos de esta interacción, la entrada en juego de 
mecanismos más potentes como el tándem IL-2/CD25 podría hacer menos evidente la 
acción de las BMPs. 
 
 Como se ha visto al comienzo de este apartado, el tratamiento con BMP-4  
incrementa considerablemente la expresión de ID1 e ID3 en los linfocitos T activados. 
Las proteínas ID y, especialmente, ID1 e ID3 han sido ampliamente asociadas a la 
regulación positiva de la proliferación en distintos tipos celulares y, sobre todo, en 
procesos cancerosos. Así, la expresión de ID3 parece promover la proliferación de 
líneas celulares y primarias de cáncer de pulmón208,335, cáncer de pecho336 y de 
ovario337, al igual que en fibroblastos dérmicos humanos338, entre otros tipos celulares. 
Igualmente extensa es la bibliografía que demuestra un papel promotor de la 
proliferación para ID1, como por ejemplo en células de cáncer de colon339, de 
próstata340 y de glándula salival341. Según está descrito, ID1 e ID3 median su efecto 
positivo sobre la proliferación celular reduciendo los niveles de los inhibidores de 
quinasas dependientes de ciclina p21cip1 y p27kip1 respectivamente, lo cual bloquea 
principalmente la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular338,341. En relación 
con el desarrollo de los linfocitos T, las proteínas ID participan de forma activa en 
momentos clave de la hematopoyesis intratímica342 y su expresión inducida por 
activación de ambos complejos pre-TCR y TCR se asocia a un incremento en la 
proliferación y supervivencia tanto de timocitos como de linfocitos T CD4+ maduros343. 
Siguiendo esta línea de argumentos, sería lógico pensar que la captación de los ligandos 
BMP producidos por las mDCs daría lugar a un incremento en los niveles de ID1 e ID3 
en los linfocitos T CD4+. Consecuentemente, esta mayor expresión de proteínas ID 
estaría promoviendo la entrada en la fase S del ciclo celular que puede observarse en las 
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células T BMPRIA+, posiblemente a causa de una disminución en los niveles de los 
inhibidores p27kip1 y p21cip1. Sin embargo, ésta es tan solo una hipótesis cuya 
confirmación requerirá la realización de futuros experimentos. 
 
 Una forma de abordar la cuestión sobre cuál sería el posible papel de la vía de 
señalización BMP en la comunicación entre mDCs y linfocitos T CD4+ vírgenes es el 
empleo de inhibidores específicos de esta vía desde el inicio de este contacto. Durante la 
realización de esta tesis doctoral tuvo lugar la publicación y posterior comercialización 
de un compuesto inhibidor análogo de la dorsomorfina, denominado DMH1, con una 
demostrada mayor eficacia que su predecesor en el bloqueo de la vía canónica de 
señalización BMP70. Los resultados obtenidos mediante este acercamiento, usando el 
nuevo inhibidor, muestran que la presencia de DMH1 durante la interacción mDC-
linfocito T bloquea drásticamente la entrada en ciclo celular de los linfocitos T en 
respuesta al contacto con las mDCs reduciendo, por lo tanto, el porcentaje de células en 
fase S + G2 + M. Es más, el análisis de la respuesta proliferativa por pérdida de CFSE 
nos permitió observar no solo una disminución del porcentaje total de células que se han 
dividido a lo largo de 4 días de co-cultivo, sino que también se redujo el número de 
ciclos que experimentaban aquellas células que llegaban a dividirse. Este efecto sobre la 
proliferación, observado también a los 6 días de co-cultivo aunque de menor magnitud, 
supone una prueba más que apoya la idea de que la vía de señalización BMP podría ser 
esencial para la entrada en ciclo celular de las células T. Igualmente, el tratamiento con 
DMH1 también afecta al porcentaje de células positivas para los marcadores de 
activación CD25 y CD69, si bien es cierto que la expresión de estas moléculas se 
encuentra fuertemente asociada a la respuesta proliferativa. 
 
 Estos resultados están en línea con los obtenidos en linfocitos T CD4+ de ratón 
por Yoshioka y colaboradores85, que muestran un efecto negativo del tratamiento con 
DM sobre la proliferación de las células T, afectando también al número de divisiones 
que éstas experimentan. Además del efecto de la DM sobre la proliferación, los autores 
de este estudio muestran también un bloqueo en la producción de IL-2 en respuesta a la 
estimulación, y sugieren que la IL-2 podría ser regulada directamente por las proteínas 
BMP de forma Smad-1/5/8 dependiente y gracias a la activación del factor de 
transcripción Runx1. Nuestras observaciones apoyan esta teoría pues la presencia de 
DMH1 en los co-cultivos mDC-linfocito T bloquea casi por completo la producción de 
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IL-2. Sin embargo, este efecto fue observado principalmente a los dos días de cultivo 
puesto que los niveles de IL-2 en los co-cultivos tratados con DMH1 se recuperaron a lo 
largo del tiempo llegando incluso a superar a los del control, invirtiéndose así el efecto, 
con la dosis más baja ensayada. La cadena  del receptor de alta afinidad para IL-2 
(CD25) es el único componente de este complejo cuya expresión es inexistente en 
linfocitos T CD4+ vírgenes en reposo, pero que al igual que el resto de componentes se 
induce rápidamente en respuesta a diferentes factores344. Uno de estos factores es la 
propia IL-2, cuya señalización induce la expresión de CD25/IL2RA. De forma que en 
los primeros momentos de activación de los linfocitos T, la IL-2 secretada al medio 
señaliza a través de los componentes de menor afinidad de IL-2R participando en la 
transcripción de CD25/IL2RA que, una vez expresado en membrana, al activarse por 
unión a su ligando promueve la transcripción de IL2, creándose así un bucle de 
retroalimentación positiva que amplifica la señal IL-2/IL-2R345,346. La DMH1, por lo 
tanto, podría estar afectando a esa primera oleada de producción de IL-2, como puede 
observarse a los 2 días. Aquellas células que escapan a la inhibición por DMH1 podrían 
producir IL-2 hasta alcanzar el umbral necesario para la puesta en marcha del bucle IL-
2/IL-2R recuperándose así, aunque de forma desfasada, la producción de IL-2 y, 
consecuentemente, la proliferación de los linfocitos T. 
 
 Los resultados aquí discutidos parecen indicar un papel crucial de la vía 
canónica de señalización BMP en la activación de los linfocitos T CD4+ vírgenes a 
cargo de las DCs. Si bien es cierto que se podría plantear que el efecto observado por la 
presencia de DMH1 en los co-cultivos podría deberse a alteraciones en las DCs a causa 
del tratamiento, resultados de este trabajo no parecen apoyar este supuesto. Como se ha 
descrito anteriormente, el bloqueo de la vía canónica de señalización BMP en DCs 
previamente maduradas afecta principalmente al mantenimiento en la expresión de PD-
L1 y PD-L2. Lo esperable sería que una bajada en los niveles de expresión de los PD-Ls 
tuviese un efecto positivo sobre la proliferación de células T alogénicas y, sin embargo, 
la presencia de DMH1 en los co-cultivos tiene justo el efecto contrario. Es más, la 
estimulación de la vía de señalización BMP en las células T activadas vía TCR resulta 
en el incremento de la respuesta proliferativa de estas células, lo cual es coherente con 
el efecto negativo inducido por el inhibidor DMH1. Por lo tanto, aunque no podemos 
obviar que la DMH1 afecte de algún modo a las DCs, sí podemos decir que los 
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resultados obtenidos en los co-cultivos mDC-linfocito T se deban principalmente al 
efecto del tratamiento sobre las células T. 
 
 De esta forma, este estudio implica por primera vez a la vía de señalización 
BMP en la comunicación entre DCs y células T. Concretamente, la vía canónica de 
señalización BMP estaría promoviendo la más temprana respuesta proliferativa de los 
linfocitos T CD4+ vírgenes inducida por la activación del TCR y regularía de alguna 
forma la adquisición de características efectoras en estas células como son la producción 
de las citoquinas IL-2 e IFN y la expresión de CD25 y CD69. En el futuro, nuestros 
esfuerzos irán enfocados a desvelar los mecanismos subyacentes a estas observaciones 
que podrían ser de importancia para una mejor compresión de la interacción DC-célula 
T en la inducción de la inmunidad adaptativa y la tolerancia central. 
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 Del conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo podemos inferir las 
siguientes conclusiones: 
 
1. Tanto las DCs inmaduras como las maduras expresan toda la maquinaria 
necesaria para responder a la estimulación con ligandos BMP activando 
principalmente la vía canónica. 
2. La estimulación de la vía BMP induce en las DCs inmaduras un aumento en su 
supervivencia, así como la adquisición de características típicas de células 
maduras. 
3. La vía canónica de señalización BMP se activa de forma autocrina/paracrina en 
las DCs en respuesta a la estimulación con citoquinas pro-inflamatorias. 
4. La secreción al medio de BMP-4 por las DCs es inducida por un gran número de 
estímulos madurativos. 
5. El bloqueo de la vía BMP canónica durante la maduración de las DCs, tanto 
derivadas de monocitos como convencionales, impide la correcta expresión de 
PD-L1 y PD-L2 sin afectar al resto de características maduras analizadas. 
6. IRF1 es un gen diana de la vía BMP canónica y participa en la inducción de PD-
L1 y PD-L2 durante la maduración de las DCs. 
7. La activación vía TCR de los linfocitos T CD4+ vírgenes confiere a estas células 
la capacidad de responder a ligandos BMP. 
8. La vía canónica de señalización BMP se induce en linfocitos T CD4+ vírgenes a 
consecuencia de su interacción con DCs maduras y regula positivamente la 
respuesta proliferativa y la producción de citoquinas por estas células durante su 
activación. 
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 INTRODUCTION 
 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are conserved, secreted growth factors 
belonging to the Transforming Growth Factor beta (TGF-) superfamily1. First 
discovered by their potential to induce ectopic bone and cartilage formation2, BMPs 
play an essential role orchestrating the embryogenic development. Further works have 
established this subfamily of proteins as multifunctional factors deeply involved in the 
homeostasis of a wide array of organs in the adult state, including the hematopoietic and 
immune system3. 
 Initially expressed as large precursor proteins, the active form of BMPs are 
formed by dimeric complexes capable of binding to their cognate receptors with 
different affinities4 which in part can condition their biological activities 5. BMP ligands 
signal through tetrameric complex receptors composed by two type I (ActRIA/ALK-2, 
BMPRIA/ALK-3 and BMPRIB/ALK-6) and two type II (BMPRII, ActRIIA and 
ActRIIB) receptors. Type II receptors have a constitutive kinase activity that once the 
BMP ligand binds to the receptor complex, transphosphorylates the type I receptors. 
Canonical BMP signaling is initiated when BMP receptor-regulated Smad proteins (BR-
Smad or Smad-1, -5 and -8) are activated by type I receptors and form complexes with 
the common Smad (Co-Smad or Smad-4) that are translocated to the nucleus where 
they, together with different transcriptional co-activators and co-repressors, modulate 
the expression of several genes6,7. Among BMP target genes, ID proteins (Inhibition of 
differentiation, ID1-4) are probably the most characterized mediators of many of the 
biological responses induced by BMPs8,9. Besides ID proteins, the transcription factors 
RUNX (Runt-related proteins 1-3), have been as well extensively studied as BMP target 
genes10. Moreover, RUNX and Smad proteins can physically interact cooperating in the 
modulation of the transcription of different target genes induced by BMPs11. 
 Apart from the canonical BMP signaling pathway, several works have pointed 
out the existence of non canonical pathways mediating BMP activities. The main 
alternative pathways are governed by the three MAPKs p38, MEK/Erk and JNK which 
can be activated by TAK1 in response to BMP, but there are solid evidences that BMP 
signals can be equally transduced through the proteins PI3K/Akt , PKA and PKD12-14. 
To make things more complicated, TAK1 has been demonstrated to activate BR-Smads, 
showing thus how interconnected these pathways can be15. 
 Regarding BMP functions, this group of proteins actively participate in essential 
processes during embryogenesis so that defects in BMP signaling pathways affect 
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development of teeth, kidney, skin, hair, muscle, neural system and hematopoiesis16. 
Moreover, mice which do not express Bmp-2 and/or Bmp-4, as well as BmprIa and 
BmprII, dye between day 6.5 and 9.5 postcoitum as a result of defects in gastrulation 
and mesoderm formation17-19. Therefore, it is not surprising that a large number of 
disorders have been associated to alterations of different nature in this pathway. These 
pathologies include fibrodysplasia ossificans progressiva20, rheumatoid arthritis21, 
multiple sclerosis22, airway inflammation23 and vascular diseases24, among others. In 
addition, aberrant expression of BMP ligands has been found in several types of cancer 
such as melanoma, gastric, basal and renal cancer and carcinomas including squamous 
cells from head and neck25. 
 In relation to the immune system, it is well documented that BMPs participate in 
modulating hematopoietic stem cell differentiation and homeostasis26, but also in 
regulating different aspects of more defined immune cell lineages. More specifically, 
BMP signaling plays a pivotal role during T cell development within the thymus27,28, 
and moreover, the activation of this pathway promotes the acquisition of effector 
functions in mature T cells29-31. Concerning B cells, BMPs are able to both promote and 
inhibit B lymphocyte differentiation32,33 and this dual role of BMP ligands has also been 
described in the activation of B cells triggered by different stimulus34-36. The relation 
between NK cells and BMPs had not been studied until the publication by our group of 
a work showing that expression of BMPRIA on CD34+ intrathymic precursor cells is a 
marker for NK cell lineage commitment and that autocrine/paracrine BMP signaling is 
necessary in these cells for their differentiation towards NK cells37. 
 As regards to phagocytic cells, monocytes have been shown to express several 
components of the BMP signaling pathway38 and the spectrum of activities of BMPs on 
these cells goes from osteoclast differentiation to quimiotaxis and cytokine production 
(39-41; and data not shown). Macrophages are able to produce BMP ligands under certain 
circumstances42,43 and also BMP stimulation induces on macrophages the production of 
a number of proinflammatory cytokines44-47. 
 Since their discovery approximately forty years ago48,49, the unarguable function 
of dendritic cells (DCs) in the adaptive response to foreign antigens and in the induction 
of tolerance to self antigens has led to the extensive study of these cells with clinical 
purposes. From the time of the appearance of the monocyte-derived dendritic cells 
system, this model has proven to be not only a reliable platform to increase our 
knowledge about the biology of DCs, but also to be a breakthrough in the immune 
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therapies' history. In contrast to other immune cells types, very little is known about the 
possible role that BMPs could play in DCs, apart from two works reporting some 
opposite effects50,51. 
  
 OBJECTIVE 
 The objective of the present work will be to analyze: 
1. The expression of the complete and functional machinery for BMP signaling on 
immature (iDCs) and mature DCs (mDCs). 
2. The effect of BMP stimulation on the survival, phenotype and functionality of 
iDCs. 
3. The production of BMP ligands by DCs under different conditions. 
4. The activation of BMP signaling over DC maturation and the effect of blocking 
this pathway on mDCs features. 
5. The ability of CD4+ T cells to respond to BMPs and the role of BMP signaling 
during DC-T cell interaction. 
 
 METHODS  
 DCs were generated from peripheral blood monocytes by culturing in AIM-V 
media supplemented with 20 ng/ml IL-4 and 20 ng/ml GM-CSF, alone or in the 
presence of BMP-4 (1, 10 or 100 ng/ml), and matured with a cytokine cocktail 
including 10 ng/ml IL-1, 15 ng/ml IL-6, 10 ng/ml TNF and 1 mg/ml PGE2. The 
expression of several BMP signaling components and the BMP-4-induced BR-Smads 
phosphorylation and IDs mRNA modulation were analyzed on iDCs and mDCs by flow 
cytometry and quantitative real time PCR. 
 Survival, phenotype, cytokine production and allostimulatory capacity of BMP-
4-stimulated (50 ng/ml) iDCs were studied and the effect on mDCs features of BMP 
signaling blockade by treatment with dorsomorphin (DM) during maturation was 
evaluated. IRF1 silencing was carried out in iDCs by specific siRNAs before maturation 
with the cytokine cocktail and the resulting mDCs were analyzed by flow cytometry and 
quantitative real time PCR. 
 CD3/CD28 stimulation of naive CD4+ T lymphocytes and allogeneic T cells-
mDCs co-cultures were performed under different conditions to study the role of BMP 
signaling on T cell activation. 
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 RESULTS AND DISSCUSION  
 Our results show that iDCs and mDCs are able to both phosphorylate BR-Smads 
and increase the BMP target genes ID1-39 mRNAs expression in response to BMP-4 
stimulation. BMP-4-induced expression of IDs in iDCs and mDCs was mediated by the 
canonical BMP signaling pathway, with the exception of ID2 expression in mDCs 
which was blocked only by the p38 MAPK inhibitor. The change on the pathway used 
for BMP signaling between iDCs and mDCs could be explained by the different profile 
of receptors expressed in both states which has been demonstrated in different systems 
to condition the ligand affinity and signaling pathway activated38. 
 Since iDCs can respond to BMPs, and once the stimulation of the BMP 
signaling pathway during DC differentiation was proven not to affect this process, we 
studied whether BMPs could modulate several functions of iDCs. The activation of the 
BMP pathway by BMP-4 addition to iDCs cultures increased their survival in the 
absence of growth factors and also the expression of a number of maturation markers. 
This treatment did not affect the endocytic capacity of this cells but enhanced the 
production of proinflammatory cytokines such as IL-8, IL-10, IL-6 and TNF, but not 
IL-1. As a result, BMP-stimulated iDCs showed an augmented ability to induce 
allogeneic T cell proliferation and IFN secretion. This is in contrast with a work 
published by Pluchino et al51, showing that the addition of BMP-4 exerted a negative 
effect on LPS-induced maturation of bone marrow-derived DCs. The different origin of 
the DCs employed in this work and the fact that they did not detected BR-Smad 
phosphorylation could be the explanation for this controversy. 
 In relation with the molecular mechanisms mediating BMP-induced maturation 
of DCs, the fact that BMP-4 increases ID1-3 and Runx1-3 mRNA expression in iDCs 
could be associated with the observed maturation of these cells. Runx proteins has been 
described as BMP targets in many cell types10 and are also involved in DC maturation52-
55. On the other hand, ID proteins has been comparatively involved in the differentiation 
of different DC subpopulations56. Therefore, the maturation features induced on iDCs 
upon BMP signaling stimulation could be mediated at least in part by ID and Runx 
proteins. 
 With respect to the exogenous activation of the BMP signaling pathway during 
DC maturation, no effects were found when BMP-4 was added either together with the 
cytokine cocktail during DC maturation, or to mDCs cultures. These results prompted 
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us to study whether autocrine activation of BMP signaling could be masking a possible 
effect of BMP addition. The PCR and ELISA analysis showed that both iDCs and 
mDCs, but not monocytes, produced BMP ligands and that this expression was 
gradually augmented over the cytokine-induced DC maturation. Moreover, BR-Smads 
phosphorylation was also induced, indicating that BMP ligands act on DCs in an 
autocrine/paracrine manner. Similarly, BMP-4 secretion by DCs was also observed 
when different stimulus such as CD40-L and TLR agonists were assayed, suggesting 
that BMP ligand expression could be a common mechanism of DC maturation. 
 The blockade of canonical BMP signaling in the course of DC maturation by the 
addition of the inhibitory small molecule DM, that inhibits BR-Smads phosphorylation 
by type I BMP receptors, revealed the implication of this pathway in IDs transcription 
during this process. Furthermore, DM treatment specifically reduced the expression of 
the inhibitory molecules PD-L1 and PD-L2 which resulted in a higher ability of DCs to 
stimulate CD4+ T cell and NK cell activation. This is in accordance with previous works 
showing that prevention of PD-L1/2 interaction with their receptor PD-1 increases the 
response of lymphocytes induced by DCs57,58. Silencing of the IRF1 gene proved that 
PD-L1/2 expression by DCs was dependent on the upregulation of this transcription 
factor, as it was suggested in a different system by other authors59. The fact that IRF1 
expression resulted profoundly impaired by the presence of DM, and that its 
transcription was upregulated and downregulated after iDCs treatment with BMP-4 or 
DM, respectively, indicate that this gene could be a target gene of BMP signaling. Very 
similar results were observed as well in peripheral blood conventional DCs (cDCs), 
which implies that the regulation of PD-L1 and PD-L2 expression induced by 
proinflammatory cytokines through the axis BMP signaling/IRF1 is a mechanism 
shared by different DC populations. 
 One of the features of DCs is their capacity to communicate with different cells 
of the immune system, such as T cells, through transmembrane proteins and secreted 
factors 60. Thus, there was a possibility that the BMP ligands secreted by DCs could be 
acting on T cells during DC-T cell crosstalk. Our results show that CD3/CD28-activated 
naive CD4+ T cells respond to BMP-4 stimulation and, moreover, that the presence of 
both BMP-2 and BMP-4 throughout this process increases their proliferative response 
and cytokine production. In a comparable manner, expression of BMPRIA on CD4+ T 
cells was induced by their culture with allogeneic mDCs and the presence in the cell 
membrane of this receptor was closely associated with an enhanced proliferative 
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response. To address the possible role played by the BMP pathway during DC-induced 
activation of T cells, co-cultures were supplemented with DMH1, a new and improved 
inhibitor of the canonical BMP signaling61. As it was expected, DMH1 treatment 
dramatically affected T cell proliferation and IL-2 and IFN production, being these 
effects more severe within the first days of culture. Our observations are in line with 
other works presenting beneficial effects for BMP stimulation 29,62, and detrimental for 
BMP signaling blockade31, on the activation of CD4+ T cells. 
 
 CONCLUSIONS 
 Our work shows that DCs respond to BMP stimulation by increasing their 
survival and by the acquirement of a number of mature features, which could play a role 
in the initiation and development of certain pathologies associated with aberrant BMP 
ligand expression. In addition, blockade of the BMP pathway during DC maturation 
provokes the enhancement of the capacity of the resulting mDCs to stimulate both T 
cells and NK cells. These data offer a new possibility for modulating DC 
immunogenicity in order to improve the efficacy of current DC-based vaccines. 
Eventually, this is the first time that BMP signaling is involved in DC-T cell crosstalk in 
humans, a new window that could be of importance in the comprehension of this 
interaction during the induction of central tolerance and adaptive immunity. 
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ORIGINAL ARTICLE
The canonical BMP signaling pathway is involved in
human monocyte-derived dendritic cell maturation
Vı´ctor G Martı´nez1, Carmen Herna´ndez-Lo´pez1, Jaris Valencia1, Laura Hidalgo1, Ana Entrena1,
Agustı´n G Zapata2, Angeles Vicente1, Rosa Sacedo´n1,3 and Alberto Varas1,3
Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the transforming growth factor-b superfamily, are multifunctional polypeptides
regulating a broad spectrum of functions in embryonic and adult tissues. Recent reports have demonstrated that BMPs regulate
the survival, proliferation and differentiation of several cell types in the immune system. In this study, we investigate the effects
of BMP signaling activation on the capacity of human dendritic cells (DCs) to stimulate immune responses. Human DCs express
type I and type II BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB, type IA activin receptor, BMPRII) and BMP signal transduction molecules
(Smad1, 5, and 8, as well as Smad4). On BMP stimulation, Id1–3 (inhibitor of differentiation 1–3/DNA binding) mRNA
expression is upregulated and this effect can be blocked with the inhibitor dorsomorphin, showing that the canonical BMP signal
transduction pathway is functionally active in DCs. BMP signaling activation promotes the phenotypic maturation of human
DCs by increasing the expression of co-stimulatory molecules and also CD83, programmed cell death ligand 1 (PD-L1) and PD-
L2, and stimulates cytokine secretion, mainly interleukin-8 and tumor necrosis factor-a. Accordingly, BMP-treated DCs exhibit
an enhanced T-cell stimulatory capacity. BMP signaling also enhances the survival of human DCs increasing the Bcl-2/Bax ratio.
Finally, the expression of Runx transcription factors is increased in mature DCs, and the mRNA levels of Runx1–3 are
upregulated in response to BMP stimulation, indicating that Runx transcription factor family may mediate the effects of BMP
signaling in human DC maturation.
Immunology and Cell Biology (2011) 89, 610–618; doi:10.1038/icb.2010.135; published online 23 November 2010
Keywords: bone morphogenetic proteins; dendritic cells; dorsomorphin; Id proteins; Runx proteins
Bone morphogenetic proteins (BMPs) constitute a large subgroup of
secreted signaling proteins that belong to the transforming growth
factor (TGF)-b superfamily.1 BMPs are synthesized as large precursor
molecules, which are proteolytically cleaved to release the mature
proteins. The active forms usually consist of homodimers that can
initiate signaling by binding to heteromeric complexes constituted by
transmembrane receptors, termed type I and type II, exhibiting serine/
threonine kinase activity. The type II BMP receptor (BMPRII)
combined with one of the following type I receptors: type IA BMP
receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6
and type IA activin receptor (ActRIA)/ALK-2, are the most common
components of BMP receptors. The constitutively active type II
receptors phosphorylate type I receptors on ligand binding, and the
activated type I receptors subsequently phosphorylate downstream
targets of at least two signaling cascades.1–3 The canonical BMP
signaling pathway involves the Smad protein family. Specifically, the
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads), Smad1, Smad5 and
Smad8, are phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
Once phosphorylated, BR-Smads dissociate from the receptors, form
complexes with Smad4, translocate into the nucleus, bind to BMP
responsive elements and function as transcriptional co-modulators to
induce or repress BMP target gene expression.1,2 The members of the
Id (inhibitor of differentiation/DNA binding) protein family, a class of
helix–loop–helix proteins, have been shown to be important targets
for BMP signaling.1,4 In addition to the canonical Smad-dependent
signaling pathway, the activated receptor complexes may initiate a
non-canonical Smad-independent pathway leading to activation of
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).1,3
BMPs were originally identified as growth and differentiation
factors for osteogenic cells,5 and are now considered as multifunc-
tional polypeptides.6 BMPs have key roles in the development of many
organs and also function in adult tissues.1,3,7,8 In the immune system,
BMP6 inhibits the proliferation of human B cell progenitors as well as
mature B cells through the Smad-dependent pathway.9,10 Likewise,
different members of BMP family have been demonstrated to have
anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple myeloma
cells.11,12 We and others have shown that BMP2, BMP4 and
BMP7 are the main ligands expressed in the human and murine
thymus.13–15 BMP4 enhances the survival of thymocyte precursors
and inhibits their proliferation.15,16 Also, BMP4 arrests early T-cell
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RESUMEN
Las Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMPs) desempeñan un papel clave
durante la embriogénesis y organogénesis de vertebrados, y también se ha
descrito que llevan a cabo diversas funciones en tejidos adultos con capaci-
dad auto-renovadora. Varios trabajos han demostrado que distintas BMPs
están implicadas en el control de la proliferación de diferentes tipos celula-
res hematopoyéticos. En este estudio nosotros evidenciamos que las células
T CD4+ periféricas de ratón expresan los tres tipos de receptores tipo I de
BMP (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), y que la proporción de células T que expre-
san los receptores para BMPs incrementa notablemente tras estimulación con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD3 más anti-CD28. La vía de señalización BMP
es funcional en estas células T CD4+ periféricas puesto que al cultivarlas en
presencia de BMP4 se incrementan los niveles de Smad1 fosforilada. Ade-
más, nuestros resultados demuestran que la adición de BMP2 y BMP4 duran-
te la estimulación con anti-CD3/CD28 modula de manera diferencial la pro-
liferación de las células T CD4+. En conjunto, los resultados indican que la
vía de señalización BMP juega un papel en las respuestas de células T.
PALABRAS CLAVE: Proteínas morfogenéticas óseas / Linfocitos T / Pro-
liferación celular.
ABSTRACT
Bone morphogenetic proteins (BMPs) play a key role during verte-
brate embryogenesis and organogenesis, and have also been described to
function in self-renewing tissues in adults. Several reports have demons-
trated that distinct BMPs are involved in the control of the proliferation
of different hematopoietic cell types. In this study, we provide evidence
that murine peripheral CD4+ T cells express the three type I BMP recep-
tors (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), and the proportions of BMP-expres-
sing T cells increases notably after both anti-CD3 and anti-CD3/CD28 sti-
mulation. The BMP signalling pathway is functional in peripheral CD4+
T lymphocytes since the culture of CD4+ T cells in the presence of BMP4
increases the levels of phosphorylated Smad1. In addition, our results
show that the addition of BMP2 and BMP4 during anti-CD3/CD28 sti-
mulation differentially modulates the proliferation of CD4+ T cells. Alto-
gether, the data indicate a role for the signalling pathway of BMP in T cell
responses.
KEY WORDS: Bone Morphogenetic Proteins / T cells / Cell Proliferation.
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INTRODUCTION
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted
signalling proteins, which form a subgroup of the TGF-β
superfamily(1). BMPs initiate signalling by binding to a
heteromeric complex constituted by type I and type II
serine/threonine kinase receptors. Type II receptors are
constitutively active kinases, which transphosphorylate
type I receptors upon ligand binding. Type I receptors
activate intracellular substrates by phosphorylation, and
thus determine the specificity of intracellular signals. The
main BMP receptors are constituted by the combination
of type II BMP receptor (BMPRII) and the following
type I receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-
3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA
Activin receptor (ActRIA)/ALK-2(2-6). BMP signal
transduction to the nucleus is mediated by proteins of the
Smad family. 
Specifically, Smad1, Smad5 and Smad8 (also called
BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are
phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
BR-Smads then form complexes with Smad-4, which
translocate into the nucleus where they regulate gene
expression(5-7). In addition to this canonical Smad-dependent
signalling pathway, BMP receptors may activate a non-
canonical Smad-independent pathway leading to
phosphorylation of p38(8).
BMPs were originally identified by their ability to
induce ectopic cartilage and bone formation(9). Nevertheless,
it has been shown that BMPs also regulate cell proliferation,
differentiation and apoptosis during embryogenesis(10),
and also in adult self-renewing tissues, such as the
hematopoietic and immune systems. Different BMPs have
been demonstrated to participate in the control of the
expansion and differentiation of hematopoietic precursor
cells, in synergy with several cytokines(11-13). BMP6 inhibits
the growth of human B cell progenitors and mature B
lymphocytes(14,15), and several BMPs have been shown to
have anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple
myeloma cells(16,17). We and others have demonstrated the
expression of BMP2 and BMP4 in the thymus, where these
BMP ligands are involved in regulating proliferation,
survival and differentiation during early T-cell
development(18-20).
The expression of BMP receptors has been reported in
lymphoblastoid cell lines as well as in the Jurkat TAg
cell line, whose proliferation is inhibited in the presence
of BMP6(21,22). We describe in this study the expression of
functional BMP receptors in peripheral murine CD4+ T
lymphocytes and the modulation of T cell proliferation by
BMP2 and BMP4.
MATERIALS AND METHODS
Mice
Young adult BALB/c mice (4-6 weeks old) were purchased
from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain) and maintained
under pathogen-free conditions. Experiments were performed
according to institutional guidelines and were approved by
the Complutense University Ethical Committee for Animal
Experimentation.
Flow cytometry
The following mAb conjugated with FITC, PE, Cychrome
or APC were used for flow cytometric analysis: CD4 (RM4-
5), CD25 (PC61), and CD69 (H1.2F3) from BD Biosciences
(San José, CA). The extracellular domains of BMP receptors
were detected with PE-conjugated anti-BMPRIA (E-16) and
anti-BMPRIB (N-17) antibodies (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), FITC-conjugated anti-BMPRIA antibodies
(R&D Systems, Minneapolis, MN), and unconjugated anti-
ActRIA antibodies (R&D Systems), followed by fluorochrome-
conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-
goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West
Grove, PA). Two- and three-color immunofluorescence
stainings were performed by incubating the cells in PBS
containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in the presence of
saturating amounts of fluorochrome-conjugated antibodies
for 30 min at 4°C. For the intracellular stainings of
phosphorylated Smad1, and according to the manufacturer’s
instructions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm
solution (BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with
Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with anti-
phospho-Smad1 (Ser463/Ser465) (Santa Cruz Biotechnology)
followed by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2
fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories), all diluted in Perm/Wash buffer. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (Centro
de Microscopía y Citometría, Complutense University of
Madrid).
Proliferation assays
Naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes
by magnetic sorting using a negative selection protocol
(Miltenyi Biotech, Bergisch, Germany). Isolated CD4+ T cells
(1-2 x105) were cultured in 96-well flat-bottom culture plates
in AIM-V serum-free medium (Invitrogen, Grand Island,
NY) and stimulated with immobilized anti-CD3 (3 μg/ml)
with or without anti-CD28 (1 μg/ml) mAb (BD Biosciences).
In some cultures different doses (1-300 ng/ml) of rhBMP4
(R&D Systems) and rhBMP2 (RDI Research Diagnostics,
Flanders, NJ) were added. At different time points, cultures
were pulsed for 12 h with 10 µM 5-bromo-2'-deoxyuridine
(BrdU). A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona,
Spain), BrdU Labeling and Detection Kit III, was used to
measure BrdU incorporation into newly synthesized DNA.
Briefly, the labeling medium was removed, and cells
were dried (2 h at 60 °C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min at 37°C),
and then incubated with peroxidase-conjugated Fab fragments
of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase reaction
was developed with ABTS substrate, and the sample
absorbance was measured using an ELISA reader (ELX800MB,
Bio-Teck Instruments, VT) at 405 nm with a reference
wavelength at 492 nm.
RESULTS
Expression of a functional BMP signalling pathway 
in peripheral CD4+ T cells
To determine whether murine CD4+ T cells are targets
for BMP, the cell surface expression of BMP receptors was
analyzed by flow cytometry. As shown in Figure 1A, about
6-8% of naive resting CD4+ T cells expressed the three type
I BMP receptors, BMPRIA, BMPRIB and ActRIA. Next,
naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes, stimulated
with immobilized anti-CD3 mAb with or without anti-CD28
mAb, and the BMP receptor expression was analyzed at
different time points. Figure 1B shows that both anti-CD3
and anti-CD3/CD28 stimulations induced a similar up-
regulation of BMP receptor expression. Activated CD4+ T
cells up-regulated BMPRIA expression at 72 h, whereas
BMPRIB and ActRIA expression was clearly up-regulated
at 48h, increasing the proportion of positive cells at 72 h
(Figure 1B). After 48 h of stimulation, BMP receptor-bearing
T cells mostly express CD69, and about 60% express CD25
(data not shown). 
To demonstrate that the BMP signalling pathway is active
in CD4+ T cells, we studied the effect of BMP addition on
Smad1 phosphorylation. Smad1 is a receptor regulated Smad,
directly phosphorylated and functionally activated by the
BMP receptor upon ligand binding(23). The levels of
phosphorylated Smad1 notably increased when CD4+ T cells
were cultured in the presence of BMP4 after stimulation with
anti-CD3/CD28 mAb for 48 h (Figure 1C). In addition, we
showed that the expression of phosphorylated Smad1 was
associated with activated CD4+ CD25+ T cells (Figure 1C).
BMP influences CD4+ T cell proliferation
Given that the BMP signalling pathway is functionally
active in peripheral CD4+ T cells and has been also involved
in regulating the proliferation of several cell types(11,12,14-17,22),
we investigated whether BMP signalling modulates CD4+
T cell proliferation. Naive peripheral CD4+ T cells were
Figure 1. Peripheral CD4+ T cells express functional BMP receptors. A) Dot
plots show the expression of CD4 vs type I BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA) on murine lymph node cells. B) CD4+ T cells were isolated from
lymph nodes, and stimulated with anti-CD3 or anti-CD3 plus CD28 mAb
for 24, 48 and 72 h. Black histograms show the expression of BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA on activated T cells. Grey lines indicate background staining. The
percentages of positive cells are shown in each histogram. C) Isolated CD4+ T
cells were stimulated with CD3/CD28 mAb for 48 h and after cultured in the
absence (black lines) or presence (solid histograms) of BMP4 (100 ng/ml) for
two more hours. The expression of CD4, CD25 and phosphorylated Smad1 was
then analyzed. Grey lines indicate background staining.
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isolated and stimulated with anti-CD3/CD28 mAb for 48
and 72 h in the presence of different doses of BMP4 and
BMP2, which we have previously shown that play an
important role in T-cell differentiation in the murine thymus(20).
Interestingly, the effects of the addition of BMP4 and BMP2
on CD4+ T cell proliferation were different. Low doses of
BMP4 decreased the proliferative rate of CD4+ T lymphocytes,
whereas the addition of medium to high doses of BMP4
significantly stimulated the proliferation over control values
(Figure 2). On the contrary, the presence of medium BMP2
doses drastically inhibited the proliferative response of CD4+
T cells, whereas the addition of low and high doses of BMP2
hardly affected T-cell proliferation (Figure 2).
DISCUSSION
In this study we report the expression of a functionally
active BMP signalling pathway in murine peripheral CD4+
T cells. Low numbers of naive CD4+ T cells express BMP
receptors but the proportions of BMP receptor-expressing
T cells increase notably after anti-CD3 and anti-CD3/CD28
stimulation. The increase in the levels of phosphorylated
Smad1 after short-term culture with BMP4 demonstrates
that the BMP pathway is functional in peripheral CD4+ T
lymphocytes. In agreement with our results, de la Peña et
al.(21) reported the expression of functional BMP receptors
in lymphoblastoid cell lines established from human
peripheral blood mononuclear cells. Likewise, Sivertsen
et al.(22) showed that human Jurkat TAg cells as well as
human peripheral blood CD4+ T cells, mostly with a
CD45RO+ memory phenotype, express BMP receptors, and
BMP6 stimulation of these cells led to Smad1/5/8
phosphorylation. However, the composition of the active
BMP receptor complex expressed by T cells remains
controversial. Our data indicate that the three type I BMP
receptors are expressed similarly in both naive and activated
CD4+ T lymphocytes, whereas BMPRIA is the main type
I BMP receptor expressed by lymphoblastoid cell lines(21)
and ActRIA is largely expressed in Jurkat TAg cells and
human peripheral blood CD4+ T cells(22). A differential BMP
receptor expression in distinct T cell subpopulations and
species-specific differences could account for the discrepancy
between these results.
Our results indicate that the BMP signalling pathway
plays a role in peripheral T lymphocytes mainly after activation
via CD3/TCR, influencing, at least, T cell proliferation.
Different reports have demonstrated that BMP ligands have
the ability to modulate the proliferation of several hematopoietic
cell types such as thymocytes(18-20), B lymphocytes(14, 15),
hematopoietic stem cells(11-13) and Jurkat TAg cells(22).
Figure 2. BMP2 and BMP4 influences CD4+ T cell proliferation. Isolated CD4+ T lymphocytes were stimulated with anti-CD3/CD28 in the absence or presence
of different doses (1-300 ng/ml) of BMP2 and BMP4. After 48 and 72 h, T cell proliferation was analyzed by measuring BrdU incorporation into newly synthesized
DNA, as described in Materials and Methods. Bars represent the mean (± SD) of three to four independent experiments (*, p ≤ 0.05; ***, p ≤ 0.001, by t test).
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An interesting finding derived from this study is that
BMP2 and BMP4 ligands differentially modulate T cell
proliferation. BMP2 and BMP4 normally induce similar
cellular responses(24, 25), but differential effects of different
doses of BMP4 compared with BMP2 have been also reported
on human hematopoietic stem cells(11). Bathia and collaborators
explained those results according to the possible existence
of different cell subpopulations expressing different BMP
receptors and/or regulatory intracellular molecules(11). Since
both canonical (Smad mediated) and non-canonical (p38
MAPK mediated) BMP signalling pathways have been
described to function in T cells(21,22), an alternative explanation
is that BMP2 and BMP4 could differentially trigger the Smad
and non-Smad-dependent signalling pathways leading to
distinct cell responses, as reported in other cellular systems(26,27).
In summary, we show that the BMP pathway is functional
in peripheral murine CD4+ T cells. Furthermore, the expression
of BMP receptors mainly in activated T cells and the BMP
modulation of T cell proliferation suggest that BMP signalling
is a physiological component of CD4+ T cell responses.
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The bone morphogenetic protein (BMP)
signaling pathway regulates survival, pro-
liferation, and differentiation of several
cell types in multiple tissues, including
the thymus. Previous reports have shown
that BMP signaling negatively regulates
T-cell development. Here, we study the
subpopulation of early human intrathy-
mic progenitors expressing the type IA
BMP receptor (BMPRIA) and provide evi-
dence that CD34CD1aBMPRIA precur-
sor cells mostly express surface cell
markers and transcription factors typi-
cally associated with NK cell lineage.
These CD34 cells mostly differentiate
into functional CD56 natural killer (NK)
cells when they are cocultured with thy-
mic stromal cells in chimeric human-
mouse fetal thymic organ cultures and
also in the presence of SCF and IL-15.
Moreover, autocrine BMP signaling can
promote the differentiation of thymic
NK cells by regulating the expression of
key transcription factors required for
NK cell lineage (eg, Id3 and Nfil3) as well
as one of the components of IL-15 recep-
tor, CD122. Subsequently, the resulting
population of IL-15–responsive NK cell
precursors can be expanded by IL-15,
whose action is mediated by BMP signal-
ing during the last steps of thymic NK cell
differentiation. Our results strongly sug-
gest that BMPRIA expression identifies
human thymic NK cell precursors and
that BMP signaling is relevant for NK cell
differentiation in the human thymus.
(Blood. 2012;119(8):1861-1871)
Introduction
Natural killer (NK) cells are CD3CD56 large granular lympho-
cytes that function within the innate immune system to provide
protection against infection and cancer, and they also can produce
cytokines and chemokines to influence the adaptive immune
response.1 NK cells develop from CD34 hematopoietic precursor
cells, and it is generally accepted that bone marrow is the main site
of NK cell development in adult humans.1,2 However, several
reports have shown that hematopoietic precursors and developing
NK cells also can be found in human adult intestine,3 uterus,4,5
liver,6 and secondary lymphoid tissues, such as lymph nodes and
tonsils.7 The thymus also is considered a site of NK cell develop-
ment because mature NK cells and multipotent as well as bipotent
T/NK and NK/dendritic cell (DC) precursors can be isolated from
human postnatal thymus, but a complete pathway of NK cell
differentiation at this site has not been defined in humans.8-11 By
contrast, it has been recently demonstrated in mice the existence of
a thymic pathway of NK cell development characterized by
expression of CD127 and GATA-3.12 Thymic NK cell development
also has been reported to rely on the expression of members of the
inhibitor of differentiation/DNA binding (Id) protein family, such
as Id2 and Id3, the down-regulation of Notch signaling and the
balance between Nfil3/E4bp4 and Bcl11b transcription factors.13-16
The bone morphogenetic protein (BMP) family includes se-
creted signaling proteins that bind to a heteromeric receptor
complex commonly constituted by the following type I and type II
serine-threonine kinase receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/
ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, type I Activin
receptor (ActRIA)/ALK-2, and type II BMP receptor (BMP-
RII).17-19 On BMP binding, type II receptors phosphorylate type I
receptors that then activate the BMP receptor-regulated Smads
(BR-Smads) by phosphorylation. Subsequently, BR-Smads bind to
the common partner Smad4, and the complex translocates into the
nucleus where it regulates the transcription of BMP target genes,
including Id proteins and Runx transcription factors.18,20,21
It is now known that BMPs are involved in the development of
virtually all organs and the maintenance and renewal of several
adult tissues, such as the hematopoietic and lymphoid tissues.22-26
In the thymus, both cortical and medullary epithelial cells express
BMP receptors and produce BMP2 and BMP4 ligands.27-29 Thymo-
cyte precursors also produce BMP4 and express the type I and type
II BMP receptors as well as the BR-Smads required to initiate the
intracellular signaling.27,28,30 The stimulation of BMP signaling
pathway by treatment with BMP4 of fetal thymic organ cultures
(FTOCs) enhances cell survival; inhibits thymocyte expansion;
and, importantly, prevents differentiation along the T-cell lin-
eage.27-31 On the contrary, the neutralization of the action of
endogenously produced BMPs by treatment with different BMP
inhibitors enhances thymocyte proliferation and promotes the
differentiation of CD4CD8 thymocytes, suggesting that BMP
signaling acts as a negative regulator of T-cell development.26,28,31
Here, we show that the subpopulation of early human intrathy-
mic CD34CD1a progenitor cells expressing BMPRIA contains a
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large proportion of NK cell lineage–committed precursor cells. In
addition, we provide evidence that autocrine BMP signaling is
relevant for the differentiation of human thymic NK cells.
Methods
Cell isolation from human tissues
Human thymus samples from patients aged 1 month to 5 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the
guidelines of the Medical Ethics Commission of Madrid-Montepríncipe
and 12 de Octubre hospitals. Informed consent was provided according to
the Declaration of Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding
connective tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until
completely disaggregated. To isolate thymic CD34 precursors, thymocyte
suspensions were enriched in immature thymocytes by using the sheep red
blood cell rosetting technique followed by mAb-coupled magnetic bead
treatment (Dynabeads; Invitrogen) to deplete T cells, B cells, NK cells,
myeloid cells, and DCs, as described previously.32 These CD34-enriched
cell suspensions were next stained with anti-CD34, anti-CD1a, and
anti-BMPRIA Abs, and CD34CD1a, CD34CD1aBMPRIA, and
CD34CD1aBMPRIA cell subpopulations were sorted on an FACSVan-
tage SE (BD Biosciences) from the Centro de Citometría y Microscopía de
Fluorescencia (Universidad Complutense de Madrid).
Lymph nodes were obtained from brain dead tissue donors through the
Transplant Coordination Unit, Hospital Clínico San Carlos. Tissue cells
were dispersed with a potter homogenizer followed by Ficoll centrifuga-
tion. Mononuclear cells were then used for flow cytometry analysis.
Flow cytometry and Abs
The following mAbs conjugated with FITC, PE, Pe-Cy5, PerCP, APC, or
Alexa Fluor 647 were used for flow cytometric analysis: CD1a (HI149),
CD3 (33-2A3 and UTH-C1), CD4 (RPA-T4), CD5 (UCHT2), CD7
(CD7-6B7), CD8 (RPA-T8), CD33 (WM53), CD34 (8G12 and 581), CD38
(HIT2), CD44 (G44-26), CD45 (2DI), CD45RA (HI100), CD56 (B159 and
HCD56), CD94 (DX22), CD116 (MSB12), CD117 (YB5.B8), CD122
(MIK-1), CD127 (R34.34), CD135 (BV10A4H2), CD161 (DX12), CD215
(JM7A4), CD335/NKp46 (9E2), IL-22 (142928), and RORC (AFKJS-9),
from BD Biosciences, BioLegend, Beckman Coulter, Invitrogen, R&D
Systems, Immunotools, and eBioscience. The extracellular domain of
BMPRIA and BMP4 were detected with antibodies from R&D Systems and
Santa Cruz Biotechnology, respectively. Immunofluorescence stainings for
cell surface antigens, intracellular stainings, and annexin V stainings were
performed as described previously.30 Analyses were conducted in an
FACSCalibur flow cytometer (Centro de Citometría y Microscopía de
Fluorescencia, Universidad Complutense de Madrid).
Quantitative RT-PCR
Real-time PCR was performed with specific TaqMan assays (Applied
Biosystems) as described previously.32 GNB2L1 was used as endogenous
control. Amplifications, detections, and analyses were performed in a
7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de Geno´mica, Universidad
Complutense de Madrid). The Delta CT method was used for normalization
to GNB2L1 mRNA.
Chimeric human-mouse FTOCs
Thymic lobes derived from 15-day-old embryos of SCID mice were recolonized
with human CD34CD1aBMPRIA or CD34CD1aBMPRIA thymic
progenitors (1-2 104 cells/lobe) as described previously.27
NK cell differentiation assays
Thymic CD34 progenitor subpopulations were cultured, as described
previously,32 for different times in the presence of recombinant human
(rh)SCF (100 ng/mL; ProSpec) and rhIL-15 (1-100 ng/mL; ProSpec). In
some experiments rhBMP-4 (50 ng/mL; HumanZyme) or dorsomorphin
(5M; Merck) also were added to the culture medium.
Proliferation and cytotoxicity assays
To analyze cell proliferation, cultures were pulsed for 12 hours with
10M BrdU. A BrdU Labeling and Detection Kit III (Roche Diagnostics)
was used to measure BrdU incorporation into newly synthesized DNA, as
described previously.30
Cytotoxicity was measured using the nonradioactive Cytotoxicity
Detection Kit LDH (Roche Diagnostics), following the manufacturer’s
instructions. In brief, effector cells were cultured overnight in the presence
of IL-12 (10 ng/mL) and IL-15 (100 ng/mL) and then cocultured with
K562 cells in 96-well plates for 4 hours at different effector-to-target ratios.
The percentage of specific lysis was determined from the amount of lactate
dehydrogenase activity detected in culture supernatants.
BMP4 and cytokine measurements
Cells derived from FTOCs and NK cell differentiation assays were
stimulated overnight with IL-12 plus IL-15, and the concentrations of
IFN-, IL-10, and TNF- were determined in the supernatants by ELISA
(BioLegend). BMP4 levels were measured using an ELISA kit (R&D
Systems).
Electron microscopy
Organ-cultured thymic lobes were fixed by immersion in 4% glutaralde-
hyde, buffered to pH 7.3 with Millonig’s fluid, postfixed in 1% osmium
tetroxide in the same buffer, and dehydrated in acetone for embedding in
Araldite (Sigma-Aldrich). Sections were obtained with an OM-U3 ultrami-
crotome (Reichert). Ultrathin sections were double-stained with uranyl
acetate and lead citrate and then examined in a JEM 1010 electron
microscope (JEOL) at Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescen-
cia, Universidad Complutense de Madrid. Images were generated using a
MegaView G2 camera (Zeiss) and the iTEM Imaging Platform software
(Olympus).
Statistical analysis
The Student t test was used for statistical analysis. Values of P  .05 (*),
P  .01 (**), and P  .001 (***) were considered to be statistically
significant.
Results
Phenotypic characterization and gene expression profile of
human CD34CD1aBMPRIA intrathymic precursors
We reported previously the presence of a functional BMP2/4
signaling pathway in human thymic CD34 cells. Intrathymic
precursor cells expressed the factors needed for BMP signal
transduction, BR-Smads, and Co-Smad proteins, as well as the type
I BMP receptors, BMPRIB, ActRIA, and mainly BMPRIA.30
To better define the thymic progenitor cell subpopulation
responding to BMP signals, we first conducted a flow cytometry
analysis of CD34CD1aBMPRIA and CD34CD1aBMPRIA
cells, representing  20% and 80%, respectively, of the early
intrathymic CD34CD1a precursor cell population. The pheno-
typic analysis showed that BMPRIA precursors mostly expressed
the NK cell lineage–related marker CD161, as well as CD215/
IL-15 receptor  and CD122/IL-2 receptor . In contrast, the
expression of these cell markers was markedly lower or even
absent in BMPRIA precursor cells (Figure 1A). Likewise, a much
higher proportion of BMPRIA thymic progenitors expressed the
cytokine receptors CD116/GM-CSF receptor  and CD135/Flt3.
The expression of CD127/IL-7 receptor  and CD117/c-kit was
1862 HIDALGO et al BLOOD, 23 FEBRUARY 2012  VOLUME 119, NUMBER 8
also significantly higher in the CD34CD1aBMPRIA precursor
cell subset (Figure 1A). Approximately 50% to 60% of BMPRIA
progenitors were positive for CD5 antigen, and no expression of
CD94 was found in BMPRIA and BMPRIA precursor cell
subpopulations (Figure 1A).
Remarkably, the expression of the transcription factor Nfil3/
E4bp4, recently described to be essential for NK cell develop-
ment,33,34 was 10 times higher in thymic BMPRIA precursors, as
shown by the quantitative PCR results (Figure 1B). The expression
of Id3, which also regulates the development of NK cells,13 was
3 to 4 times higher in the subpopulation of BMPRIA precursors,
and GATA-2, PU.1, and SpiB mRNAs were also more abundant in
BMPRIA progenitor cells (Figure 1B). Similar levels of GATA-3,
Id2, Runx1, and Ets1 transcription factors were found in both
CD34 cell subsets (Figure 1B). On the contrary, Bcl11b, a key
factor required for T-cell lineage,35,36 and Hes1 expression was
lower in CD34CD1aBMPRIA than in CD34CD1aBMPRIA
cells (Figure 1B).
Because all these data suggested that the CD34CD1aBMPRIA
subpopulation contained precursor cells committed toward the NK
cell lineage, we analyzed the expression of BMPRIA in 2 distinct
intrathymic precursor cell subpopulations that exhibit different
lymphoid and myeloid precursor potential. Human CD34loCD44loCD5
thymocytes are able to generate T cells but have lost the potential to
generate DCs, whereas CD34loCD44hiCD5lo/ cells are progenitors
with increased ability to generate myeloid cells but devoid of T-cell
precursor activity. Although both subpopulations display NK cell
precursor potential, CD34loCD44hi precursors are consistently
more efficient than CD34loCD44lo thymocytes in generating
NK cells.11 In correlation with these findings, we detected BMPRIA
expression in a much higher proportion of CD34loCD44hi precur-
sors (41%; range, 30%-66%), in comparison with CD34loCD44lo
thymocytes (12%; range, 3%-25%; Figure 1C).
CD34CD1aBMPRIA intrathymic precursors mainly generate
functional NK cells
CD34CD1aBMPRIA and CD34CD1aBMPRIA precursor
cell subpopulations were next used to reconstitute alymphoid
thymic lobes from fetal SCID mice. The differentiation potential of
Figure 1. Surface marker expression pattern and gene expression profile of human CD34CD1aBMPRIA intrathymic precursors. (A) Purified thymic CD34CD1a
cells were stained with anti-BMPRIA Abs and a range of mAbs against differentiation-specific antigens, and then they were analyzed by flow cytometry. Solid histograms
represent the expression of the indicated cell surface markers on CD34CD1aBMPRIA and CD34CD1aBMPRIA cell subsets. Open histograms represent background
fluorescence using isotype-matched irrelevant mAbs. Similar staining patterns were obtained in 5 different experiments. (B) Gene expression in sorted CD34CD1aBMPRIA
thymic precursors. Transcription levels of different genes were normalized for GNB2L1 mRNA content and are shown relative to GNB2L1-normalized transcription in the
CD34CD1aBMPRIA cell subset. (C) Percentage of BMPRIA cells in CD34loCD44hiCD5lo/ and CD34loCD44loCD5 thymic precursor subpopulations. Horizontal bar
represents the mean of 7 independent experiments (*P  .05 by t test).
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these two cell subpopulations was different; thus, when thymic
lobes were reconstituted with BMPRIA precursors, the percent-
age of CD3CD161CD56 cells did not exceed 10%, and most
cells exhibited a typical T-cell phenotype. On the contrary, when
thymus lobes were reconstituted with BMPRIA precursors, the
percentage of CD3CD161CD56 NK cells may reach more than
60%, whereas the proportion of CD4CD8 thymocytes generated
was minimal (Figure 2A). In both cultures, NK cells mostly
expressed CD94 and NKp46 (Figure 2A).
The ultrastructural study of the chimeric human-mouse FTOCs
demonstrated that in the thymus lobes reconstituted with BMPRIA
precursors largely predominated cells containing abundant dense
spherical granules, morphologically identifiable as NK cells (Fig-
ure 2B). Moreover, cells showing a dilated Golgi apparatus and
Figure 2. Human CD34CD1aBMPRIA thymic precursors generate functional NK cells. Chimeric human-mouse FTOCs were performed with sorted human thymic
CD34CD1aBMPRIA or CD34CD1aBMPRIA cells and cultured for 9 days. (A) Cells recovered from hybrid FTOCs were labeled with anti–human CD45, anti-CD3,
anti-CD4, and anti-CD8 or anti–human CD45, anti-CD3, and anti-CD56 combined with anti-CD161, anti-CD94, or anti-NKp46 mAbs. Dot plots show the expression of
CD4/CD8 and CD56/CD161 on gated human CD45 cells from hybrid FTOCs. Histograms show the expression of CD94 and NKp46 in human CD3CD56 cells. Data are
representative of 4 independent experiments wherein a pool of at least 3 thymic lobes per experiment was analyzed. In the experiment shown, human cell recoveries were
4  104 and 1.4  104 for FTOCs reconstituted with CD34CD1aBMPRIA or CD34CD1aBMPRIA cells, respectively. (B) Large numbers of NK cells develop in hybrid
FTOCs reconstituted with CD34CD1aBMPRIA cell precursors. NK cells appear as round elements showing numerous electron-dense granules in the cytoplasm arranged
close to the nucleus (arrow). Immature NK cells exhibit a well-developed Golgi complex (arrowhead) and moderately electron-dense secretory vesicles (asterisk). In contrast,
thymocytes predominate in hybrid FTOCs reconstituted with CD34CD1aBMPRIA cell precursors. Scale bars represent 2 m. (C) Equal numbers of total human cells were
used to assay the cytolytic capacity and IFN- production by NK cells generated in hybrid FTOCs reconstituted with CD34CD1aBMPRIA or CD34CD1aBMPRIA
precursors. The data represent the mean 	 SD from 3 to 5 independent experiments (***P  .001 by t test).
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immature secretory vesicles, presumably immature differentiating
NK cells, also were observed in these thymus lobes (Figure 2B). In
contrast, thymocytes were mainly present throughout the thymic
parenchyma in FTOCs recolonized with BMPRIA progenitors
(Figure 2B).
To support the fact that CD34CD1aBMPRIA progenitors
are able to generate higher numbers of NK cells, we assessed the
cytotoxicity and cytokine production capacity of cells generated in
both types of FTOC. As shown in Figure 2C, whereas cells
recovered from the lobes reconstituted with BMPRIA precursors
were only able to respond minimally in a conventional cytotoxicity
assay against a standard target cell line (K562), the cells generated
in lobes reconstituted with BMPRIA precursors, which mostly
corresponded to NK cells, were found to exhibit a significant
cytotoxic capability. Concomitantly, the production of IFN- was
notably higher in FTOC recolonized with CD34CD1aBMPRIA
progenitors (Figure 2C).
These results show that the CD34CD1aBMPRIA cell
subset gives rise mostly to functional NK cells in a thymic
microenvironment and provide further support for the idea that a
large number of the human thymic CD34CD1aBMPRIA
progenitors represent NK cell precursors.
Thymic progenitors generate NK cells through a BMPRIA
intermediate stage
We investigated the differentiation of intrathymic CD34CD1a
BMPRIA progenitors in a differentiation assay specific to NK cell
production. At various days after culture in the presence of SCF and
IL-15, cells were harvested and flow cytometry and quantitative
PCR analyses were performed. Approximately 15% to 20% of the
recovered cells expressed the NK cell-associated marker CD161
after 48 hours of culture (Figure 3A). In addition, CD161 cells
mostly expressed BMPRIA, suggesting that the up-regulation of
BMP signaling is an early event in human thymic NK cell
development (Figure 3A). The frequency of CD161BMPRIA
cells increased in the next days of culture, but as cells acquired
other NK cell markers, such as CD56, CD94, and NKp46, the
expression of BMPRIA was down-regulated. Thus, the most
mature population of CD94CD161CD56 NK cells expressed
low levels of BMPRIA (Figure 3A). In agreement, BMPRIA
expression was detected in a higher proportion of freshly isolated
immature thymic NK cells in comparison with mature NK cells
(supplemental Figure 1, available on the Blood Web site; see the
Supplemental Materials link at the top of the online article).
We also examined during the culture period the relative mRNA
expression of genes relevant for NK cell development. As ex-
pected, under the influence of SCF and IL-15, the levels of
transcription factors such as Nfil3, Id2, Id3, Runx3, Gata3, and
T-bet as well as CD122 and Galectin-1 drastically increased
throughout the culture (Figure 3B). Remarkably, the levels of
transcripts for BMPRIA were increasing in parallel to those for
transcription factors pivotal for NK cell development (Figure 3B).
On the contrary, the expression of the Notch target gene Hes-1 was
gradually decreasing during the whole culture period (Figure 3B);
and Bcl11b, whose expression is also controlled by Notch signal-
ing,35 and Runx1 were down-regulated from the first days of
culture (Figure 3B).
BMP signaling is involved in NK cell development
We further evaluated whether BMP4 is autocrinally produced by
developing NK cells. As shown in Figure 4A, BMP4 production
started in the first days of culture and was initially associated with
thymic precursors in progress toward NK cell commitment (Figure
3A). In the following days, BMP4 levels progressively augmented
along with the appearance of increasing proportions of NK cells,
and both CD161CD56 and CD161CD56 NK cells produced
BMP4 (Figures 3A and 4A). Therefore, thymus-derived NK cells
up-regulate both BMPRIA expression and BMP4 secretion capac-
ity from the early steps of the differentiation process.
To explore the involvement of BMP signaling during NK cell
differentiation, thymic precursors were cultured in the presence of
SCF and IL-15 plus dorsomorphin, an inhibitor of BMP type I
receptor serine-threonine kinase activity that blocks BMP ligand-
induced phosphorylation of BR-Smads.37 The addition of dorsomor-
phin resulted in a profound decrease (60%-80% reduction) in the
numbers of NK cells generated from thymic progenitors (Figure
4B), and the CD161CD56 immature NK cell subpopulation was
the most affected by the treatment with dorsomorphin (Figure 4C).
The fact that BMP4 addition to the cultures counteracted the effects
of dorsomorphin on NK development indicated that dorsomorphin
was not nonspecifically toxic to developing NK cells but was
inhibiting a biologic effect (Figure 4C).
BMP signaling regulates apoptosis and cell cycle progression in
many developmental systems.19,38 Then, we analyzed the effects of
dorsomorphin addition on the proliferation rate and apoptosis in the
first days of culture, when most cells were NK precursors and
immature NK cells. The blockade of BMP signaling pathway by
dorsomorphin treatment reduced the IL-15–dependent expansion
(Figure 4D) and also increased the percentage of apoptotic cells in
cultures supplemented with dorsomorphin (range, 40%-55%) in
comparison with control cultures (range, 4%-9%; Figure 4E).
These results suggest that the autocrine production of BMP4 is
necessary for the expansion and survival during thymic NK cell
differentiation.
As shown in Figure 4B and C, some mature CD161CD56
NK cells could appear in the presence of dorsomorphin. However,
the analysis of those cells showed that they exhibited an impaired
cytotoxic capacity (Figure 4F) and a reduced ability to produce
cytokines such as IFN-, IL-10, and TNF- (Figure 4G), suggesting that
BMP signaling also is required during NK cell differentiation for the
acquisition of the functional capabilities of mature NK cells.
BMP4 and IL-15 cooperate in thymic NK cell differentiation
The above-mentioned results suggest that there is an interplay
between IL-15 and BMP signaling during NK cell differentiation.
To dissect this interaction, we first studied whether the IL-15–
induced NK cell differentiation involves the up-regulation of BMP
signaling. Using NK cell differentiation assays, the addition of
increasing doses of IL-15 to the cultures, ranging from 1 to
100 ng/mL, showed that the expression of BMPRIA was highly
induced in differentiating NK cells (Figure 5A), and the secretion
of BMP4 also was increased in the culture medium, mainly when
the highest dose of IL-15 was added (Figure 5B). Then, these
results indicate that IL-15 promotes BMP signaling, in accordance
with the fact that the inhibition of the BMP signaling pathway,
using dorsomorphin, drastically inhibited the IL-15–induced expan-
sion of thymic NK cell precursors.
Next, we determined whether BMP4 could support NK cell
development in the absence of IL-15 signaling. After 6 days, no
cells were recovered from cultures supplemented only with SCF
(Figure 5C). In contrast, the presence of BMP4 allowed the
differentiation of low numbers of immature CD161 CD56
NK cells, in comparison with the cultures supplemented with SCF
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and IL-15 where high numbers of mature CD161 CD56 NK cells
predominated (Figure 5C).
These data suggested that BMP signaling does not act only
downstream but also upstream of IL-15. To address this issue, we
analyzed the NK cell differentiation cultures at early time points,
and we found that BMP4 was able to up-regulate the expression of
CD122, thereby rendering higher numbers of IL-15–responsive
cells (Figure 5D). The early effects of BMP signaling on NK cell
development also were revealed when the expression of genes
related to NK cell differentiation was analyzed after BMP4
addition. As can be seen in Figure 5E, Id2, Runx3 and mainly Id3
appeared up-regulated after a short-time exposure to BMP4. The
Figure 3. BMPRIA expression during NK cell development.
(A) Thymic CD34CD1a BMPRIA precursor cells were cultured
with SCF and IL-15 for different days and then analyzed by flow
cytometry for the expression of CD34, CD161, BMPRIA, CD56,
CD94, CD117, and NKp46. Representative phenotypic analyses
of total cells harvested at different days of culture are shown.
Percentages of positive cells are indicated in dot plots and
histograms. (B) Quantitative RT-PCR analysis of the expression
of BMPRIA and genes relevant for NK cell development was
performed on cells derived from thymic precursors cultured with
SCF and IL-15 for different days. Gene expression levels were
normalized to GNB2L-1 mRNA content. The data are representa-
tive of at least 3 separate experiments.
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expression of Hes1 was decreased and no significant changes were
found in the levels of Nfil3, CD122, and Bcl11b (Figure 5E).
Furthermore, when autocrine BMP signaling was inhibited with
dorsomorphin and the expression of NK cell–related genes was
analyzed, we observed that the expression of Nfil3 was notably
reduced by 60% to 70%, compared with the expression levels
reached in control cultures. Similarly, the expression of Id3, Id2,
Runx3, and to a lesser extent CD122 also was diminished when
BMP signaling was blocked, whereas the expression of Hes1 and
Bcl11b remained unaffected (Figure 5E). Collectively, these data
show that BMP signaling is involved in several stages of thymic
NK cell development.
BMPRIA also is expressed by CD34 progenitors in human
lymph nodes
Freud et al used the combination of CD34, CD117, and CD94
antigens to define distinct NK cell developmental intermediates in
human secondary lymphoid organs: stage 1, CD34 CD117
CD94 pro-NK cells; stage 2, CD34 CD117 CD94 pre-NK
cells; stage 3, CD34 CD117 CD94 committed immature NK
cells; and stage 4, CD34 CD117/ CD94 CD56 NK cells.7
We investigated whether BMPRIA expression also is associated
with NK cell precursors in human lymph nodes. Figure 6A shows
that a high proportion (60%-70%) of stage 2 pre-NK cells
expressed BMPRIA in comparison with stage 1 pro-NK cells
(15%-30%). In addition, approximately half of the subpopulation
of immature NK cells maintained BMPRIA expression, which
almost disappeared among mature NK cells (Figure 6B).
Discussion
Our previous studies had shown that BMP ligands are produced in
the human thymus and that human CD34 precursors are one of the
Figure 4. BMP signaling influences human NK differentiation. (A) The levels of BMP4 were determined by ELISA in the supernatants obtained culturing human thymic
CD34CD1aBMPRIA precursors with SCF and IL-15 for different days. Data represent the mean 	 SD from 3 to 4 independent experiments. Histograms show intracellular
staining for BMP4 on immature CD161CD56 and mature CD161CD56 NK cells generated after 7 days of culture. (B) The scatter plots show the effects on cell recovery
when the BMP inhibitor dorsomorphin was added to the cultures. The number of cells recovered in each experiment was divided by the mean number of cells recovered from
the control cultures, to give the relative cell number from 6 individual experiments (**P  .01 by t test). (C) Dot plots show CD161 versus CD56 expression from control and
dorsomorphin-treated cultures after 9 days. As shown, the addition of BMP4 neutralized the inhibitory effect of dorsomorphin on human NK cell differentiation.
(D) Determination of the proliferation rate of differentiating NK cells after 5 days of culture. Cells were pulsed for 12 hours with BrdU. A specific kit was used to measure BrdU
incorporation into newly synthesized DNA. Results are the mean 	 SD of 4 independent experiments, each with 2 cultures per point (**P  .01 by t test). (E) Annexin V staining
was measured by flow cytometry in NK cells harvested from control and dorsomorphin-treated cultures on day 5. Data are representative results from 3 independent
experiments. (F) Equal numbers of NK cells generated in dorsomorphin-treated cultures (black circles) and untreated cultures (gray squares) were stimulated with IL-15 
IL-12 for 12 hours and assayed in a 4-hour standard cytotoxicity assay against K562 target cells at different effector-to-target ratios (E:T) in duplicate wells. The mean
percentage of specific lysis 	 SD is represented (n 
 6 different individuals) for each E:T ratio (*P  .05, **P  .01 by t test). (G) NK cells (3  105 cells) recovered from
control (gray bars) and dorsomorphin treated-cultures (black bars) were stimulated for 12 hours. Supernantants were collected and analyzed for the presence of IFN-, IL-10,
and TNF (*P  .05, **P  .01, and ***P  .001 by t test).
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Figure 5. Interplay between BMP4 and IL-15 in NK cell differentiation. (A) BMPRIA expression on NK cells generated after culturing CD34CD1aBMPRIA cells for
7 days in the presence of SCF and different doses of IL-15. (B) The levels of BMP4 were determined in the supernatants of those cultures after 3, 5, and 7 days. Results are the
mean 	 SD of 2 independent experiments. (C) Dot plots show forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) properties and CD161 and CD56 expression on cells derived from
cultures supplemented with SCF alone (100 ng/mL), SCF  BMP4, or SCF  IL-15 (100 ng/mL) for 6 days. (D) Expression of CD122 and CD215 on thymic precursors after
treatment with SCF and BMP4 for 36 hours. Control cells were cultured with SCF  IL-15. The percentages of positive cells (and their mean fluorescence intensities) are
indicated in the histograms. One representative experiment of 3 is shown. (E) Expression of NK cell differentiation related genes after BMP4 or dorsomorphin treatment.
Thymic CD34CD1aBMPRIA precursors were cultured for 36 hours with SCF  IL-15 and then pulsed for 1 hour with BMP4. To inhibit endogenous BMP signaling,
dorsomorphin was present during the whole culture period. Transcription levels of different genes in BMP4- or dorsomorphin-treated precursors were normalized for GNB2L1
mRNA content and are shown relative to GNB2L1-normalized transcription in the untreated cells. Data represent the mean 	 SD from 2 to 3 independent experiments.
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intrathymic cell subpopulations expressing BMP receptors, mainly
BMPRIA.27,30 In the present report, we proposed to carry out a
detailed phenotypic analysis of the subpopulation of CD34
CD1a early thymocyte progenitors that express BMPRIA and
therefore are able to respond to BMP signals, and we found that
these cells exhibit multiple phenotypic features typical of NK cell
precursors. Moreover, these intrathymic progenitor cells mostly
differentiate into functionally mature NK cells not only in the
presence of suitable cytokines but also under the influence of the
thymic stromal microenvironment, previously claimed to mainly
promote T-cell maturation.
At present, information on NK cell differentiation in the human
thymus is very limited, and most existing data only investigate the
NK cell potential of different precursor cell subpopulations. In line
with our results, it has been reported that among intrathymic
CD34 CD1a cells, both CD5 and CD5 cell subsets have
NK cell as well as T-cell potential,9,15 and Ma´rquez et al identified
bipotential NK/DC progenitors characterized by expression of
CD116 and CD33, and low levels of CD127.10,11 Likewise, the
analysis of CD161 expression in immature thymocytes showed that
a fraction of CD161-bearing cells coexpressed CD34 and CD117,
lacked CD1a expression and that they were able to generate
cytolytic cells on culture with IL-2.39
Recent studies have defined in human lymph nodes and tonsils a
complete pathway of NK cell development starting with multipo-
tent precursor cells (stage 1, CD34 CD117 CD94 pro-NK cells
and stage 2, CD34 CD117 CD94 pre-NK cells) proceeding
through NK-committed cells (stage 3, CD34 CD117 CD94
immature NK cells) into mature NK cells (stage 4, CD34
CD117/ CD94 CD56 cells).1,7 According to our results from
in vitro NK cell differentiation assays and ex vivo phenotypic
analyses, we favor the idea that a similar progression of develop-
mental stages may occur during NK cell differentiation in the
human thymus. The intrathymic subpopulation of CD34
BMPRIA cells that we have defined here could be equivalent to
CD34 CD117 CD94 pre-NK cells. Supporting this notion,
stage 2 pre-NK cells mostly express BMPRIA and share with
thymic CD34 BMPRIA precursors several phenotypic features,
such as the expression of CD117, CD45RA, CD33, CD38, and
CD44 antigens.2 More interesting is the fact that the only NK cell
receptor consistently expressed in pre-NK cells is CD161, which is
expressed by most CD34 BMPRIA precursor cells. Likewise,
pre-NK cells constitute the first developmental stage acquiring the
ability to respond to IL-15, which agrees with the broad expression
of CD122 and CD215 detected in intrathymic CD34 BMPRIA
cells.2,7 The analyses of lineage differentiation potentials have
shown that stage 2 pre-NK cells can give rise to NK cells and, to a
lesser extent, T cells and DCs, indicating that this cell subset is not
fully committed to NK cell lineage.7 Similarly, although intrathy-
mic CD34 BMPRIA precursors can generate low numbers of
T cells, they mainly differentiate into NK cells, even under the
influence of thymic stromal cells in FTOC. It is also likely that
CD34 BMPRIA cells can produce DCs because some of the
bipotent NK/DC progenitors described in the human thymus10,11
express BMPRIA and therefore must be included in the BMPRIA
precursor cell subpopulation.
The comparative gene expression analysis of BMPRIA and
BMPRIA CD34 cells also suggests the commitment of CD34
BMPRIA precursors toward the NK cell lineage. Intrathymic
CD34 BMPRIA cells express higher levels of the transcription
factor Nfil3 that constitutes a specific and essential requirement for
the development of murine NK cells,33,34 and lower levels of
Bcl11b, a zinc-finger transcription factor that has been demon-
strated to be necessary for T-cell lineage commitment in mice,
being specifically required for repression of NK cell–associated
genes.35,36 In this context, Klein Wolterink et al have proposed that
the relative expression levels of Nfil3 versus Bcl11b would be
major determinants of NK versus T-cell fate decision at specific
developmental cell stages.16 Id proteins, particularly Id2 and Id3,
also have been shown to play an important role in the generation of
NK cells.13,40,41 In humans, the enforced expression of Id2 or Id3 in
thymic CD34 CD1a progenitor cells inhibits their differentiation
into T cells and concomitantly promotes NK cell development,13,15
agreeing with the fact that CD34 BMPRIA precursors express
high levels of Id3, but not Id2, which is up-regulated later.
Although it has been recently reported that Id2 would be the main
factor that physiologically would control the differentiation of
NK cells,15 our results suggest, in accordance to previous work in
mice,42 that Id3 and Id2 may cooperate acting sequentially during
NK cell development, with Id3 functioning in NK cell precursors
and Id2 in the immature to mature NK cell transition. It is also
interesting to emphasize that CD34 BMPRIA thymic precursor
cells express high levels of GATA-2, but not GATA-3. However,
the levels of this latter increase notably during NK cell differentia-
tion, confirming previous results showing that GATA-3 is required
Figure 6. Expression of BMPRIA in NK cell precursors from human lymph
nodes. Lymph node mononuclear cells were used to analyze BMPRIA expression on
stage 1-4 NK cell precursors. (A) Dot plot shows the expression of CD34 and CD117
in Lin (CD3, CD19, CD14, CD94) cells. Histograms show BMPRIA
expression on stage 1 CD34 CD117 CD94pro-NK cells, stage 2 CD34
CD117 CD94 pre-NK cells and stage 3 CD34 CD117 CD94committed
immature NK cells. The percentages of positive cells are indicated in each
histogram. (B) Dot plot shows the expression of CD117 and CD94 in Lin (CD3,
CD19, CD14, CD34) cells. Histograms show BMPRIA expression on stage 3
CD34 CD117 CD94immature NK cells and stage 4 CD34 CD117/ CD94
NK cells. The percentages of positive cells are indicated in each histogram. Data
are representative of 3 independent experiments.
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for the intrathymic differentiation of mouse NK cells.12 On the
basis of all these results, we can therefore conclude that the
subpopulation of intrathymic CD34 BMPRIA progenitors in-
cludes the thymic NK cell precursors. In addition, we also propose
that the expression of BMPRIA could be used to identify NK-
committed CD34 precursor cells in different organs. Although
further experiments will be needed, we show the first evidence that
BMPRIA expression is mainly associated with stage 2 CD34
CD117 pre-NK cells in comparison with stage 1 CD34 CD117
pro-NK cells in human lymph nodes.
During the in vitro differentiation of thymic CD34 cells into
NK cells, BMP4 is secreted to the culture medium. This evidence,
along with the expression of BMPRIA in the intrathymic subpopu-
lation of NK cell lineage-committed CD34 cells, points out the
relevance of an autocrine BMP signaling in NK cell development.
Our results show that the BMP signaling pathway functions at
several stages, both before and after the acquisition of responsive-
ness to IL-15, a cytokine shown to be critical for NK cell
development.43-45
In early stages, BMP pathway seem to promote NK cell
differentiation, because the blockade of BMP signaling with the
inhibitor dorsomorphin reduces the expression levels of CD122 as
well as NK cell–associated transcription factors, mainly Nfil3, Id2,
Id3, and Runx3. Likewise, in the absence of IL-15, the stimulation
of BMP signaling up-regulates CD122, as well as Id3, Id2, and
Runx3 expression in CD34 cells, allowing their differentiation
into immature NK cells that cannot further expand because of the
lack of IL-15. Therefore, in the first steps of NK cell development,
BMP signaling would be involved in producing a pool of IL-15–
responsive NK cell precursors, probably by up-regulating the levels
of Id2, Id3, and Runx3 transcription factors. Id proteins and Runx
transcription factors are important gene targets of BMP pathway in
several cell types,20,21,46 including human intrathymic CD34 cells.
Id2 and also Id3 proteins have been already involved in increasing
a pool of thymic CD1a CD5 NK cell progenitors in humans
through their ability to repress the function of E proteins, mainly
HEB, that results in the inhibition of T-cell development.13,15
Runx3 has been reported to be dominantly expressed in NK cells
from the NK precursor stage to mature NK cells and also has been
shown to bind to CD122 promoter region and positively regulate
CD122 expression in early stages of NK cell development.47 Nfil3
also is regulated by BMP signaling and its action has been
described to be mediated via Id2.33
Different reports have pointed out that IL-15 plays an essential
role promoting the survival, proliferation, and differentiation of
committed NK precursors once they have been fully speci-
fied.15,16,43,48 In this context, our results show that the expression of
BMPRIA is induced by IL-15 and the production of BMP-4 ligand
also is increased by IL-15, indicating that IL-15 promotes autocrine
BMP signaling during NK cell differentiation. Furthermore, the
inhibition of the BMP pathway decreases the IL-15–induced
proliferation and survival of developing NK cells, demonstrating
that BMP signaling mediates, at least in part, the effects of IL-15. Id
proteins, common targets for BMP signaling, also seem to be
involved in these stages because Schotte et al have reported that Id2
controls the proliferative expansion of an IL-15–responsive thymic
NK precursor cell subset.15
Our data show that the BMP signaling pathway also participates
in the late stages of NK cell development because the treatment
with the BMP inhibitor dorsomorphin generates very low numbers
of mature NK cells exhibiting reduced cytotoxicity and diminished
capacity to secrete cytokines. In agreement with these results and
with the fact that BMP signaling is mediating IL-15 effects, the
analysis of IL-15–deficient mice as well as CD122-deficient mice
overexpressing the survival factor Bcl-2 has shown that, in late
stages of NK cell development, IL-15 may participate in inducing
the survival of mature NK cells and the acquisition of their effector
functions.49,50
Taken together, our results show that the expression of BMPRIA
identifies NK cell precursors in the human thymus and that unlike
what has been described for T-cell development26-29,31 BMP
signaling positively regulates the intrathymic differentiation of
human NK cells.
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Wnt5a Skews Dendritic Cell Differentiation to an
Unconventional Phenotype with Tolerogenic Features
Jaris Valencia,* Carmen Herna´ndez-Lo´pez,* Vı´ctor G. Martı´nez,* Laura Hidalgo,*
Agustı´n G. Zapata,† A´ngeles Vicente,* Alberto Varas,*,1 and Rosa Sacedo´n*,1
Dendritic cells (DCs) are critical regulators of immune responses that integrate signals from the innate and adaptive immune
system and orchestrate T cell responses toward either immunity or tolerance. Growing evidence points to the Wnt signaling
pathway as a pivotal piece in the immune balance and focuses on DCs as a direct target for their immunoregulatory role. Our
results show that the increase in Wnt5a signaling during the differentiation of human DCs from monocytes alters their phenotype
and compromises their subsequent capacity to mature in response to TLR-dependent stimuli. These Wnt5a-DCs produce scant
amounts of IL-12p70 and TNF-a but increased levels of IL-10. Consequently, these Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce
Th1 responses that promote IL-10 secretion by CD4 T cells. Changes in the transcriptional profile of Wnt5a-DCs correlate with
their unconventional phenotype caused presumably by increased IL-6/IL-10 signaling during the process of DC differentiation.
The effect of Wnt5a is not a consequence of b-catenin accumulation but is dependent on noncanonical Ca2+/calmodulin-dependent
protein kinase II/NF-kB signaling. Our results therefore suggest that under high levels of Wnt5a, typical of the inflammatory state
and sepsis, monocytes could differentiate into unconventional DCs with tolerogenic features. The Journal of Immunology, 2011,
187: 4129–4139.
D
endritic cells (DCs) play a central role orchestrating
adaptive immune responses against pathogens or cancer
while maintaining tolerance to self Ags and innocuous
micro-organisms or molecules. These dual-antagonistic functions
are balanced by a microenvironment that affects developing DCs or
signals received during DC activation. This milieu determines DC
functional diversity and allows the organization of discrete DC
subpopulations into different anatomical compartments, which
present specific immunological requirements, and adaptation of
their activities to the organism’s state (1–3). Recent growing ev-
idence points to Wnt proteins and Wnt signaling components as
important modulators of the immune system that participate in the
balance between tolerance and immunity and reveal DCs as one of
their direct targets (4–6).
Wnt proteins are a large family of secreted proteins widely
expressed during development when they are implicated in an
enormous array of processes (7). In adults, Wnt proteins regulate
stem cell renewal and differentiation and modulate bone remodeling
(8), adipose (9), and tissue homeostasis and hematopoiesis (10), and
Wnt signaling deregulation is associated with cancer (11). Wnt
proteins also have been proposed as endocrine factors involved in
aging (12, 13) and septicemia (14).
To trigger a cellular response, a single Wnt ligand can simulta-
neously activate distinct signaling pathways (15, 16). Ultimate Wnt
signaling output and biological consequences depend on both the
Wnt ligand and the receptor context. Canonical signaling is initiated
through a multimeric cluster of low-density receptor-related protein
5/6 (LRP5/6) and Frizzled (Fzd) receptors that recruit the cyto-
plasmic proteins dishevelled, axin, and glycogen synthase kinase 3
(GSK3) to the membrane. This results in LRP phosphorylation and
disassembly of the b-catenin destruction complex, thus preventing
constitutive phosphorylation of b-catenin by GSK3 and its sub-
sequent proteolytic destruction. Ultimately, b-catenin accumulates
in the nucleus and activates the transcription of Wnt target genes.
In parallel to b-catenin transcriptional activity, canonical signaling
also may influence a wider range of metabolic and signaling path-
ways through its inhibitory effect on GSK3 activity (17). Noncanoni-
cal signaling occurs independently of b-catenin stabilization. Fzd-
activated dishevelled can associate with small GTPases, including
Rac, Cdc42, and Rho. They in turn activate ROCK kinase and JNK,
which remodel the cytoskeleton and promote c-Jun–regulated cell
expression. Fzd–LRP receptor complexes also can signal via G
proteins, which induce Ca2+ flux that activates calcium/calmodulin-
dependent kinase II (CaMKII), protein kinase C (PKC), and sub-
sequently NF-AT. CaMKII can lead to the activation of a nemo-like
kinase, which may interfere with b-catenin transcriptional activity
(15, 16). Different components of the Wnt pathway have immuno-
modulatory properties and are possible targets for therapeutic in-
tervention. GSK3 inhibition has a global anti-inflammatory effect
and negatively affects innate and adaptive immune responses (18,
19). Endothelial cell-derived Wnt proteins activate the b-catenin–
dependent pathway necessary for optimal effector T cell trans-
migration (20), while inflammation makes macrophages sensitive
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to Wnt3a, which in turn reduces their proinflammatory effector
mechanisms (21). However, Wnt5a, considered a prototypical non-
canonical Wnt protein, has been proposed as a proinflammatory
signal involved in macrophage (14, 22) and endothelial (23) acti-
vation, implicated in rheumatoid arthritis pathogenesis (24), and
detected in other human inflammatory diseases (22, 23).
Several studies have revealed that DCs are important targets for
the immunomodulatory activity of Wnt signaling. Cooperation of
the canonical Wnt pathway with Notch signal is required for the
differentiation of hematopoietic progenitor cells into DCs (5). It also
has been demonstrated that GSK3 activity profoundly influences
DC differentiation and maturation. GSK3 inhibits the differentiation
of monocytes into macrophages, thus allowing DC differentiation.
In immature monocyte-derived DCs, this enzyme is constitutively
active suppressing spontaneous maturation and enhancing cytokine
production after CD40L- or Escherichia coli-dependent activation
(25). Consistent with these observations, inhibition of GSK3 activity
or activation of the b-catenin pathway through the disruption of
E-cadherin–mediated adhesion in immature DCs (iDCs) induces
a semimature tolerogenic phenotype that could correlate with the
functional characteristics of the migratory DCs that reach lymph
nodes in the steady state (4). More recently, Manicassamy et al. (6)
revealed a role for b-catenin in the balance between immunity and
tolerance in murine intestinal mucosa. Intestinal lamina propria DCs
expressed Wnt ligands and Fzd receptors, and Wnt-mediated acti-
vation of b-catenin programs them to induce regulatory T cells (6).
In the present study, we show that Wnt5a impairs human
monocyte-derived DC differentiation. DCs that differentiate in the
presence of exogenous Wnt5a (Wnt5a-DCs) show basic phenotypic
features of DCs but upon TLR stimulation produce scant amounts of
IL-12 and TNF-a but higher amounts of IL-10. Consequently, these
Wnt5a-DCs have a reduced capacity to induce Th1 responses that
promote IL-10 secretion. We also observed that Wnt5a-DCs showed
an altered transcription profile suggestive of their unconventional
phenotype, focusing our interest on the signaling mechanisms by
which Wnt5a alters DC differentiation.
Materials and Methods
Human monocyte differentiation
Human CD14+ monocytes were isolated from buffy coats (Centro de
Transfusio´n de la Comunidad de Madrid, Madrid, Spain) by density gradient
centrifugation and immunomagnetic cell separation using anti-CD14–
conjugated microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Monocytes (.95%) were cultured in 48-well plates at a density of 1 3 106
cells per milliliter in AIMV medium supplemented with 2 mM L-glutamine
(Sigma-Spain), 20 ng/ml GM-CSF, and 20 ng/ml IL-4 (both from Invitrogen,
Carlsbad, CA), in the presence or absence of 100 ng/ml Wnt3a or Wnt5a
(both from Chemicon International, Temecula, CA) for 6 d. One half of
the medium was replaced every 2 d. In some experiments, GM-CSF/IL-4
monocyte cultures were treated with Wnt5a alone or Wnt5a plus specific
signaling inhibitor molecules only during the first 24 h of culture, when total
medium from the cultures was substituted for 24 h GM-CSF/IL-4 monocyte-
conditioned medium. In the Wnt signaling inhibition assays, cells were
pretreated with either Go6983 (5 mM) purchased from Tocris Bioscience
(Bristol, U.K.), CK59 (1–50 mM), SP600125 (20 mM), or JSH-23 (5–10 mM)
(from Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 15 min before adding Wnt5a
and GM-CSF/IL-4 mixture.
FACS analysis
The following mAbs conjugated with FITC, PE, PE-Cy5, or allophycocy-
anin were used for flow cytometric analysis, as described previously (26):
CD14 (M5E2) (Inmunostep, Salamanca, Spain), CD1a (HI149), HLA-DR
(G46-6), CD40 (5C3),CD80 (L307.4) (all from BD Biosciences, San Jose,
CA), CD83 (HB15e), CD86 (IT2.2), CD197/CCR7 (TG8), CD205/DEC-205
(MG38), CD206/MMR (15-2), CD209/DC-SIGN(9E9A8), CD273/
programmed cell death ligand 2 (PDL2) (24F.10C12), CD274/PDL1
(29E.2A3), CD324/E-cadherin (67A4) (BioLegend, San Diego, CA). For
intracellular staining of phosphorylated STAT5, STAT6, and CaMKII,
cells were treated with CellFIX BD Phosflow Perm Buffer III (BD Bio-
sciences) and stained with PE-conjugated anti-phospho-STAT5 (Tyr694)
and with PE-conjugated anti-phopho-STAT6 (Tyr641) (both from BD
Biosciences) or with anti-phospho-CaMKIIa (Thr286) (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA), followed by allophycocyanin-conjugated
donkey anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Research Laboratories). For
the intracellular staining of IFN regulatory factor 1 (IRF1), IRF8, inhibitor
of DNA binding 3 (ID3), suppressors of cytokine signaling 3 (SOCS3),
and total b-catenin, cells were fixed and permeabilized using Cytofix/
Cytoperm solution, washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and
stained with specific rabbit polyclonal Abs for IRF1, IRF8, ID3, and SOCS3
(all from Santa Cruz Biotechnology) followed by allophycocyanin-con-
jugated donkey anti-rabbit IgG or with FITC-conjugated anti-b-catenin
mAb (BD Biosciences) (14). Analyses were conducted with a FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Citometrı´a y Micro-
scopı´a de Fluorescencia (Complutense University, Madrid, Spain)
Immunofluorescence analysis
For immunofluorescence analysis, monocytes were differentiated in DCs as
described above but cultured in 0.8 cm2 per well chamber slides (Thermo
Fisher Scientific). The attached cells were fixed in situ and permeabilized
using Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) and stained with mouse
anti-human HLA-DR (BD Biosciences) followed by Alexa Fluor 488-
conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
and Alexa Fluor 633-conjugated phalloidin (Invitrogen). Hoechst 33258 was
used as a nuclear stain (Invitrogen). Slides were mounted with Prolong Gold
(Invitrogen) and examined on an Axioplan-2 microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany) from the Centro de Microscopı´a y Citometrı´a.
DC stimulation
At day 6 of culture, iDCs were washed to remove Wnt3a/ Wnt5a and
cytokines and stimulated for 24–48 h with different TLR agonists: LPS
(100 ng/ml), polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) (12.5 mg/ml), FSL1
(100 ng/ml), ssRNA40 (1 mg/ml), Pam3CSK4 (250 ng/ml), or flagellin
(500 ng/ml) (all from Invivogen, San Diego, CA).
Mixed lymphocyte reaction
Different numbers of TLR-DCs were used as stimulators for allogeneic
naive CD4 T cells (1.5 3 105) isolated from human peripheral blood.
CD45RO2 CD4 T cells were labeled previously with 5 mM CFSE (Sigma-
Spain). The cocultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates,
using RPMI 1640 supplemented with 10% FCS (Invitrogen). Lymphocyte
proliferation was assessed by the CFSE dilution method in CD3+ cells from
day 7 cocultures.
Cytokine measurements
Culture supernatants of TLR-DCs and DC/T cell cocultures were harvested,
and cytokine secretion was measured. Production of IL-12p70, IFN-g, IL-10,
IL-4, TNF-a, and IL-8 and IL-1b, IL-6, IL-17a, and TGF-b were analyzed
using ELISA MAX (BioLegend) and Cytometric Bead Array (CBA) assays
(BD Biosciences), respectively, according to the manufacturers’ instructions.
Internalization assays
Nonspecific pinocytosis or mannose receptor-mediated endocytosis was
measured by incubating day 6 DCs at 37˚C for 45 min with 1 mg/ml Lucifer
yellow (Sigma-Aldrich) or 40-kDa FITC-dextran (100–500 mg/ml), re-
spectively. Control samples were treated similarly at 0˚C. After incubation
with the exogenous materials, fluorescence intensity was measured by flow
cytometry.
Real-time quantitative RT-PCR
RNA isolation and total cDNA synthesis were performed as described pre-
viously (27) for assays for ID2, ID3, PU.1, ETS1, IRF1, IRF2, IRF3, IRF4,
IRF8, SOCS1, SOCS3, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, and TLR8
(all from Applied Biosystems, Foster City, CA). GAPDH (predeveloped
TaqMan) was used as an endogenous control. All of the PCR reactions were
set in duplicate using the TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. Amplifications,
detections, and analyses were performed in a 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Centro de Geno´mica, Complutense University, Madrid, Spain). The
ΔCt method was used for normalization to GAPDH mRNA.
Statistical analysis
Unpaired two-tailed Student t tests were used to compare differences.
Values of *p # 0.05, **p # 0.005, and p # 0.0005 were considered to be
statistically significant.
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Results
Wnt proteins interfere with the differentiation of iDCs from
human monocytes
We analyzed the differentiation of peripheral blood CD14 mono-
cytes into iDCs when cultured in serum-free medium supplemented
with GM-CSF/IL-4 containing either Wnt3a or Wnt5a, typically
considered canonical and noncanonical Wnt ligands, respectively.
The addition of Wnt proteins to the GM-CSF/IL-4 cytokine
mixture did not change total cell yield or cell survival along the
culture period but triggered important modifications of the DC
phenotype. These effects were more profound in cells generated
under the influence of exogenous Wnt5a. The addition of Wnt5a
inhibited to some extent the downregulation of CD14 expression but
increased, like Wnt3a, the percentage of CD1a+ cells in each in-
dividual donor (Fig. 1A, 1B). Thus, day 6 Wnt5a-treated cultures
yielded 10–40% of CD14lo cells that expressed mostly CD1a.
Further phenotypic characterization of immature Wnt5a-DCs re-
vealed a boost in DC-SIGN, PDL1, and PDL2 levels, a slight in-
crease in CD40 levels, and a reduction in HLA-DR, CD86, and
MMR expression. E-cadherin, CD80, and CD83 levels were hardly
affected. Comparatively, Wnt3a treatment exerted a lower impact
on DC phenotype than Wnt5a (Fig. 1C, Supplemental Table I)
Morphologically, we did not find differences in the forward side
and scatter characteristics of cells detached from cultures (data not
shown). However, in situ microscopic observation of HLA-DR
immunofluorescence staining showed that, whereas control iDCs
were mostly round cells, rich in lamellipodium extensions, Wnt-
treated cells formed a network of adherent elongated cells, rich in
filopodia extensions, a feature more evident in Wnt5a-treated
cultures (Supplemental Fig. 1).
FIGURE 1. Wnt proteins alter DC differentiation
from human monocytes. Human CD14+ monocytes
were cultured for 6 d with GM-CSF/ IL-4 in either
the presence or the absence of Wnt3a (100 ng/ml)
or Wnt5a (100 ng/ml). A, The scatter plots show the
percentage of CD14+ or CD1a+ cells recovered after 3
or 6 d from either control or Wnt-treated cultures (n =
6–8). Each symbol represents the result of a single
donor, and average values are indicated with horizontal
bars. B and C, Phenotypic characterization of day 6
iDCs. Dot plots show CD14 versus CD1a expression
(B), and histograms represent expression of surface
Ags (black) compared with background fluorescence
(light gray) (C). The percentage of positive cells and
the total mean fluorescence intensity (MFI) (in paren-
theses) are shown in each histogram. Data are repre-
sentative of nine independent experiments. D, Uptake
of soluble material by iDCs. iDCs at day 6 of culture
were incubated in the presence of FITC-dextran or
Lucifer yellow at 37˚C, and after 45 min the in-
ternalization was measured by flow cytometry (black
histograms). Control samples were treated likewise at
4˚C (light gray histograms). Data are representative of
three independent experiments. *p # 0.05, **p #
0.005, ***p # 0.0005, by unpaired t test.
The Journal of Immunology 4131
Immature DCs have the ability to internalize Ags avidly through
a variety of mechanisms, including specific receptor-mediated
endocytosis and nonspecific uptake by constitutive macropino-
cytosis. Wnt-DCs were less efficient in specific dextran uptake,
which correlated with their lower expression of MMR. We also
found a decrease in nonspecific fluid phase endocytosis by Wnt5a-
DCs (measured as uptake of Lucifer yellow) (Fig. 1D, Supple-
mental Table I)
Wnt-DCs show an altered response to TLR ligands
Cells differentiated in the presence of Wnt proteins were analyzed
for their phenotypic maturation and cytokine profile after activation
by TLR stimuli. These experiments were performed in the absence
of exogenous Wnt proteins. Our results showed that the capacity of
Wnt-DCs to maturate after TLR ligation was altered. In general
terms, Wnt5a-DCs were more affected than Wnt3a-DCs. Upon
TLR4–LPS stimulation, Wnt5a-DCs did not properly upregulate
CD83, HLA-DR, CD40, CD86, CD80, and CCR7 molecules. In
contrast, in response to LPS, Wnt5a-DCs increased the expres-
sion of the inhibitory ligands PDL1 and PDL2 like control DCs
did, which could promote inhibitory output during their interac-
tion with T cells (Fig. 2A, Supplemental Table II). The pheno-
typic maturation of Wnt5a-DCs triggered by other bacterial TLR
ligands, TLR2/1–Pam3CSK4, and TLR5–flagellin stimuli were
FIGURE 2. Response of Wnt-DCs to TLR ligands. Day 6 iDCs differentiated in the presence or absence of Wnt proteins were stimulated for 24–48 h
with different TLR agonists (LPS, FSL1, poly I:C, and ssRNA40). Culture medium was replaced gently before adding the stimuli to avoid the influence of
Wnt treatment. A, Histograms show the expression of surface molecules (black) analyzed by flow cytometry after 24 h of TLR stimulation. The percentage
of positive cells, determined according to background staining (light gray), and the total MFI (in parentheses) are shown in each histogram. Data are
representative of five independent experiments. B, Culture supernatants of TLR DCs were collected 48 h after stimulation. The supernatants were analyzed
for IL-12p70, IL-10, TNF-a, and IL-8 by ELISA and IL-1b, IL-6, and TGF-b by CBA assays. Note the y-axis break and scale change at break. Data
represent the mean (6SD) of five to nine independent experiments, expressed relative to individual controls (black bars, referred to as 100%). *p # 0.05,
**p # 0.005, ***p # 0.0005, by unpaired t test.
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affected like the TLR4 response (data not shown). The response of
Wnt-DCs to the synthetic lipoprotein FSL1, which signals through
TLR2/6 dimers, or to viral TLR ligands, such as poly I:C/TLR3
and ssRNA40/TLR8, also was assayed, and the effects observed
were less remarkable (Fig. 2A, Supplemental Table II). Never-
theless, as compared with their control counterparts, only FSL1-
stimulated Wnt5a-DCs properly upregulated CD86 expression,
and PDL1 or PDL2 expression was increased in Wnt5a-DCs after
these stimuli.
Because cytokine production by activated DCs plays a critical
role in the differentiation of primed T cells, we assessed by protein
ELISA or CBA assays the capacity of Wnt-DCs to secrete diverse
cytokines.Wnt-DCs produced significantly lower levels of pro-Th1
cytokines IL-12p70 and TNF-a than control DCs while the se-
cretion of IL-10 regulatory cytokines was increased, the latter
after all of the stimuli with the exception of FSL1 stimulation.
Accordingly, the IL-10/IL-12 ratio increased, which could impair
the capacity of Wnt-DCs to polarize naive T cells into Th1 clones.
We also found differences in the capacity of Wnt-DCs to secrete
other cytokines such as IL-8, IL-6, IL-1b, and TGF-b, but the
effects were dependent on TLR stimulus and/or Wnt ligand treat-
ment (Fig. 2B).
Wnt5a-DCs stimulated through TLR are poor allostimulators
that promote IL-10 secretion by naive T cells
DCs stimulated with TLR agonists were cultured in MLR with
naive CD4+ T cells to analyze their allostimulatory capacity. Apart
from DCs maturated by poly I:C, TLR-stimulated Wnt-DCs in-
duced a lower proliferative response of T cells than their control
counterparts. The ability of DCs to polarize naive T cells was
determined by analyzing cytokine levels in day 7 MLR super-
natants. Control DCs were able to efficiently polarize Th1 re-
sponses but failed to induce Th2 or Th17 responses, thus leading
to consistent levels of IFN-g detected in MLR supernatants and
low and undetectable levels of IL-4 and of IL-17a, respectively.
Naive CD4+ T cells primed with TLR-stimulated Wnt5a-DCs
produced lower amounts of IFN-g and TNF-a but increased the
secretion of IL-10, IL-8, and IL-6, the latter two only after some
of the TLR stimuli. No differences were found in the secretion of
IL-4 or IL-17a (data not shown). With respect to Wnt3a-DCs,
cytokine levels detected in these MLR supernatants were not
significantly different from those found in their individual controls
(Fig. 3).
Changes in the transcription profile account for the impaired
function of Wnt5a-DCs
Downregulation of TLR expression might account for the impaired
response of Wnt-DCs to TLR stimuli. Comparative real-time PCR
analysis in immature control and Wnt-DCs showed that TLR3,
TLR4, and TLR5 genes were transcribed in Wnt-DCs at signifi-
cantly lower levels than those in their individual controls, which
agrees with their inadequate response upon stimulation with poly
I:C, LPS, and flagellin, respectively. However, although the re-
sponse of Wnt5a-DCs to Pam3CSK4, FSL1, or ssRNA40 also was
affected, we did not find significant changes in TLR2, TLR6, or
TLR8 transcript levels, and we observed an increase of TLR1
FIGURE 3. TLR-stimulated Wnt5a-DCs show lower allostimulatory capacity and promote IL-10 secretion by naive T cells. DCs stimulated with TLR
agonists were cultured in MLR with CFSE-labeled allogeneic naive CD4+ T cells at a 1:10 DC/T cell ratio. After 7 d, lymphocytes were harvested, and the
percentage of proliferating cells was calculated by the CFSE dilution method (gated on the CD3+ cell population). Histograms show the percentage of cells
with $1 cycle of division (using T cells cultured in the absence of stimulation as controls). Data are representative of at least three independent
experiments. Supernatants of DC/T cell cocultures were harvested at day 7, and the amounts of IFN-g, IL-10, TNF-a, IL-8, IL-6, and TGF-b were tested.
Data represent the mean (6SD) of six to nine independent experiments, expressed relative to individual controls (black bars; referred to as 100%). *p #
0.05, **p # 0.005, ***p # 0.0005, by unpaired t test.
The Journal of Immunology 4133
transcription in Wnt5a-DCs (Fig. 4A). We therefore investigated
whether other mechanisms irrespective of TLR expression also
could determine the functional characteristics of Wnt-DCs.
An analysis of mRNA levels for several transcriptional regu-
lators revealed that immature Wnt5a-DCs expressed lower levels
of ID2 and IRF8, an essential regulator of IL-12 expression, and
showed higher amounts of IRF1 and IRF2 transcripts. IRF1 and
IRF8 are critical for IL-12 transcription (28), and consequently
their transcription was induced in control DCs after LPS stimulus
(6- to 14-fold increase). Wnt5a-DCs failed to properly upregulate
the expression of both genes after LPS stimulation (Fig. 4C),
which led to lower IRF8 and IRF1 protein levels (Fig. 4D). In-
terestingly, Wnt-DCs showed higher levels of ID3 and SOCS3
expression (Fig. 4B, 4E).
Wnt5a diminishes the response of monocytes to the GM-CSF/
IL-4 cytokine mixture and alters the DC differentiation genetic
program
Because the outcome of in vitro monocyte differentiation into DCs
ultimately depends on efficient GM-CSF and IL-4 signaling, we
examined the phosphorylation of STAT5 and STAT6 in monocytes
treated with Wnt5a or Wnt3a. Treatment of monocytes with Wnt
proteins resulted in significant but partial inhibition of both STAT5
and STAT6 phosphorylation. These inhibitory effects became
evident within the time frame between 2 and 20 h of cell culture,
which suggests that they are a secondary effect of Wnt signaling
(Fig. 5A). We found that Wnt treatment induced SOCS3, but not
SOCS1, expression during the first hours of culture (Fig. 5B).
SOCS3 showed the highest transcription in Wnt5a-treated cultures
at 3 h (Fig. 5B) but as mentioned above remained high in day 6
iDCs (Fig. 4B).
During the first hours of monocyte culture, GM-CSF/IL-4 sig-
naling triggers a genetic program that leads to DC development,
inducing drastic changes in the expression of several regulatory
proteins and transcription factors critical for DC differentiation
(Fig. 5C). In agreement with a modulatory, but not blocking, effect
of Wnt5a in DC differentiation, we found normal regulation of
most of these genes during the first hours of culture. Nevertheless,
Wnt5a treatment blocked the important reduction of ID2 tran-
scription observed in control monocytes during the first 3 h of
culture and partially inhibited the upregulation of IRF3 and PU.1
gene expression that occurred in the following 17 h. During this
period, Wnt5a treatment also induced a decrease in IRF8 tran-
scription, which, as described above, remained lower than that in
controls in day 6 iDCs (Fig. 4B).
The foregoing results are consistent with an early effect of
Wnt5a signaling on DC differentiation. Consequently, we observed
that the addition of Wnt5a only during the first 24 h of culture was
sufficient to exert most of its effects (Fig. 5D–F). Monocytes that
begin to differentiate into DCs in an environment rich in Wnt5a
therefore would differentiate into functionally impaired DCs in-
dependently of later Wnt5a signaling.
Wnt signaling induces the secretion of IL-6, IL-10, and TNF-a
by monocytes
Monocytes could respond to Wnt5a by secreting cytokines such as
IL-6 or IL-10 that can interfere with DC differentiation. Super-
natants from Wnt5a-treated cultures contained extremely high
amounts of IL-6 and IL-10 cytokines compared with those of their
control counterparts (Fig. 6A). Again, the effects of Wnt5a were
significantly higher than those of Wnt3a. The induction of IL-6
secretion by Wnt5a was evident after 3 h of culture and peaked at
24 h (Fig. 6B). IL-10 secretion began later than that of IL-6 and
was evident only after the overnight culture period. After this
initial boost of IL-6 and IL-10 secretion in Wnt-treated cultures,
cytokine levels remained higher until day 6 (data not shown). In
the absence of the GM-CSF/IL-4 mixture, monocytes treated with
Wnt5a doubled IL-6 and IL-10 secretion (data not shown). This
FIGURE 4. Changes in the transcription profile of Wnt5a-DCs correlate with their unconventional phenotype. A and B, Real-time PCR quantification of
mRNA levels in day 6 iDCs differentiated from monocytes in the presence or absence of Wnt proteins. mRNA expression of different TLRs (A) and
transcriptional factors and regulatory proteins (B) in Wnt-DCs are expressed relative to individual control values (black bars; referred to as 1). C, Control
and Wnt5a-DCs were stimulated with LPS for 3 h, and IRF1 and IRF8 mRNA expression was analyzed. Variations between samples were corrected by
normalizing against the expression of GAPDH, which was used as an endogenous control. Data represent the mean (6SD) of three to five independent
experiments. D and E, Intracellular IRF1, IRF8 (D), ID3, and SOCS3 (E) protein levels were analyzed by flow cytometry in control and Wnt5a day 6 iDCs
or after 20 h of LPS stimulation. The total MFI (in parentheses) is shown in each histogram. Data are representative of three independent experiments. *p#
0.05, **p # 0.005, ***p # 0.0005, by unpaired t test.
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suggests that signals inducing DC differentiation could inhibit
monocyte response to Wnt5a. Remarkably, iDCs and cord blood-
derived CD14+ cells did not secrete IL-6 or IL-10 in response to
the same dose of Wnt5a, thus suggesting that this response was
specific to monocytes (J. Valencia and R. Sacedo´n, unpublished
observations).
In contrast with the effects observed after Wnt5a treatment,
the addition of high doses of IL-6 (100 ng/ml) to GM-CSF/
IL-4 monocyte cultures have been proven to skew monocyte dif-
ferentiation to macrophages that maintain CD14 expression but
lack CD1a (29). However, simultaneous addition of TNF-a may
overcome IL-6–driven macrophage differentiation by inhibiting
FIGURE 5. Wnt5a interferes with GM-CSF/IL-4 cytokine signaling and modified the early DC differentiation program. Human CD14+ monocytes were
cultured with GM-CSF/IL-4 in either the presence or the absence of Wnt3a or Wnt5a. A, After 2 or 20 h of culture, intracellular STAT5 and STAT6 tyrosine
phosphorylation levels were analyzed by flow cytometry. The percentage of positive cells, determined according to background staining (gray histograms),
and the total MFI are show in each histogram. Data are representative of four independent experiments. B, SOCS1 and SOCS3 expression was analyzed by
quantitative RT-PCR analysis during Wnt-DC differentiation (3 and 20 h of culture and day 6 iDCs). Data shown are relative to individual control values
(black; set as 1). C, Monocytes were cultured as indicated for 0 (monocyte, Mo), 3, or 20 h, and the expression of several transcription factors and
regulatory proteins were analyzed by quantitative RT-PCR. Line graphs represent the kinetics of mRNA expression in control (black squares), Wnt3a (open
circles), or Wnt5a (open triangles) cultures; data are representative of three independent experiments. Bar graphs show transcription levels relative to
individual control values (black bar; referred to as 1). Data represent the mean (6SD) of four independent experiments. Variations between samples were
corrected by normalizing against the expression of GAPDH, which was used as an endogenous control. D–F. The first 24 h of culture are sufficient for
inducing Wnt5a effects in DC differentiation. Human CD14+ monocytes were cultured in the GM-CSF/IL-4 cytokine mixture as described above. Wnt5a
was added to the DC differentiation culture (Wnt5a-DCs) or during just the first 24 h (24 h-Wnt5a-DCs). To remove Wnt5a, culture medium was replaced
with 24 h GM-CSF/IL-4 monocyte-conditioned medium. Both control and Wnt5a cultures underwent an equivalent process. D, Flow cytometry analysis of
day 6 iDCs. The percentage of CD14+ cells and the mean fluorescence values of CD86 and PDL1 are shown for Wnt5a and 24 h-Wnt5a-DCs relative to
those of control iDCs cultures. E, Control, Wnt5a, and 24 h-Wnt5a-DCs were stimulated with LPS for 48 h. Production of IL-12p70, TNF-a, and IL-10 in
culture supernatants was quantified by ELISA. F, Cytokine production of primed T cells. DCs stimulated with LPS were cultured in MLR with naive CD4+
T cells at a 1:10 DC/T cell ratio. Supernatants of DC/T cell cocultures were harvested at day 7, and the levels of IFN-g, TNF-a, and IL-10 were tested by
ELISA. Data represent the mean (6SD) of four to five independent experiments, expressed relative to individual controls (black bars; referred to as 100%).
*p # 0.05, **p # 0.005, ***p # 0.0005, by unpaired t test.
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M-CSF signaling in monocytes (30). We therefore analyze TNF-a
in DC differentiating cultures and observe that Wnt proteins also
promoted TNF-a secretion, which may redirect DC differentiation
(Fig. 6A, 6B).
Noncanonical signaling mediates Wnt5a response in
monocytes
We next analyzed the signaling mechanisms by which Wnt5a al-
tered DC differentiation. Central to the Wnt canonical pathway is
the stabilization of b-catenin protein through the inhibition of
GSK3. Using flow cytometry, we observed that the levels of
b-catenin increased in human monocytes after 3 h of DC differ-
entiation culture but decreased during the following 20 h. The
addition of Wnt5a to monocyte cultures interfered with b-catenin
accumulation and reduced its levels with respect to their in-
dividual controls (Fig. 7A), thus suggesting that Wnt5a effects
could be independent of b-catenin transcriptional activities. In
support of this possibility, stabilization of b-catenin by LiCl
treatment of GM-CSF/IL-4 monocyte cultures did not mimic
Wnt5a effects (25) (Supplemental Fig. 2).
Alternatively, through a noncanonical pathway, Wnt5a can
stimulate intracellular Ca2+ mobilization, which acts as a second-
ary messenger and can trigger CaMKII activation (31). Supporting
this option, we demonstrated by flow cytometry that, although
control cultures showed a basal level of CaMKII activation, Wnt5a
induced a higher percentage and intensity mean values for phos-
pho-CaMKIIa (Thr286) staining (Fig. 7B). We next checked
whether the specific inhibition of CaMKII by CK59 could rescue
DC differentiation and function after Wnt5a treatment. To this
purpose, we restricted the treatments (Wnt5a alone or with the
specific inhibitor) to the first 24 h of differentiation cultures, thus
avoiding the possible toxic effects of a longer treatment with the
CaMKII inhibitor. We followed this procedure with all of the
inhibitors used. We found that, in a dose-dependent manner, CK59
almost blocked monocyte cytokine secretion induced by Wnt5a
during the first hours of the GM-CSF/IL-4 cultures (Fig. 7C) and
restored several of the phenotypic (data not shown) and functional
(Fig. 7E) alterations found in Wnt5a-DCs. However, CaMKII
inhibition did not recover IL-12/TNF-a production by Wnt5a-DCs
after LPS stimulation (Fig. 7D). This observation suggests that
Wnt5a signaling also may activate alternative pathways.
As a consequence of intracellular Ca2+ mobilization, concom-
itantly with CaMKII activation, Wnt5a signaling can switch on
PKC and, independently of Ca2+, can signal via JNK (15, 16). A
JNK-specific inhibitor (SP600125) did not reduce the amount of
IL-6 secreted by monocytes in response to Wnt5a but increased
that of IL-10 (Fig. 7F). The inhibition of PKC (Go6983) was able
to reduce IL-6 in supernatants from monocytes treated with Wnt5a
but drastically increased IL-10 secretion (Fig. 7F). Accordingly,
these inhibitors did not recover IL-12 and TNF-a secretion by
Wnt5a-DCs (data not shown). Wnt5a also could activate NF-kB
activity (23, 32) through an incompletely understood mechanism.
Inhibition of NF-kB significantly reduced the secretion of cyto-
kines by monocytes in response to Wnt5a and restored IL-12 se-
cretion by Wnt5a-DCs, thus demonstrating a role for NF-kB in the
effect of Wnt5a (Fig. 7F, 7G).
Discussion
In this report, we demonstrate that the increase in Wnt5a signaling
during the differentiation of DCs compromises their functional
capabilities. Wnt5a does not blockade the generation of DCs from
monocytes but induces irreversible changes in their genetic dif-
ferentiation program, thus leading to phenotypically altered DCs
that present a lower capacity to uptake Ags and show an altered
response to TLR ligands. Wnt5a-DCs stimulated via TLR produce
scant amounts of IL-12p70 and TNF-a but increased amounts of
IL-10. They have a reduced allostimulatory capacity and lead to
less IFN-g production but higher IL-10 secretion in MLR assays.
The transcriptional profile of Wnt5a-DCs reveals changes that
could account for their functional failures, presumably related
in part with the high autocrine IL-6 and IL-10 signaling during
the process of DC differentiation. The effect of Wnt5a is not
dependent on b-catenin accumulation but is driven by Ca2+-
dependent noncanonical signaling, and inhibition of CaMKII and
NF-kB activation restores normal DC differentiation despite
Wnt5a treatment.
The effects of canonical Wnt3a on DC differentiation are not
opposite to those exerted by Wnt5a, a prototypical Wnt for non-
canonical signaling. On the contrary, there are some concordances
between both treatments, althoughWnt3a is not able to induce most
of the changes found after Wnt5a treatment or its effects are less
strong. This suggests a low level of signaling potency for Wnt3a on
human monocytes. Wnt signaling output is dependent on both Wnt
ligand and receptor context, and the same receptor complex,
through dishevelled activation, can activate two (or more) routes in
parallel (15, 16). Normally, a cell population expresses a mixture
of Wnt receptors, and it is difficult to forecast ultimate Wnt sig-
naling output. Human monocytes express LRP6 (33) and several
Fzd (Fzd1, Fzd4, Fzd5, and Fzd7) (34) receptors. Monocyte cul-
ture induces an initial b-catenin stabilization, probably induced
FIGURE 6. Wnt signaling induces IL-6, IL-10, and TNF-a secretion
during early DC differentiation. Human CD14+ monocytes were cultured
with GM-CSF/IL-4 in the presence or absence of Wnt3a or Wnt5a. A,
After 24 h of culture, supernatants were harvested and analyzed for IL-6,
IL-10, and TNF-a. Absolute cytokine levels of control cultures: IL-6, 77.46
22 pg/ml; IL-10, 9 6 4 pg/ml; TNF-a, 117 6 41 pg/ml. Data represent the
mean (6SD) of four independent experiments, expressed relative to in-
dividual control (black bars; referred to as 100%). B, Kinetic cytokine
production. Supernatants of Wnt5a-DC cultures were harvested at 30 min,
1, 3, and 24 h, and the levels of IL-6, IL-10, and TNF-a were tested. Data
represent the mean (6SD) of three independent experiments, expressed
relative to individual control (referred to as 100%). Note the y-axis break
and scale change at break. *p # 0.05, **p # 0.005, ***p # 0.0005, by
unpaired t test.
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by the adhesion process (35), although later, presumably as a re-
sponse to DC differentiation signals, the levels of b-catenin de-
crease. In fact, GSK3 activity is crucial for the differentiation of
monocytes into DCs and prevents their deviation to macrophage
lineage (25) (results reported in this article), and the GM-CSF/IL-
4 cytokine mixture should induce its activation. In our cultures,
Wnt5a does not increase b-catenin over control values; rather, on
the contrary, we observed that it causes a slight decrease. Indeed,
Wnt5a has been demonstrated to antagonize the canonical Wnt
pathway and promote b-catenin degradation independently of
GSK3 activity in fibroblasts, hematopoietic stem cells, and cancer
cells (36, 37). Alternatively to the Wnt/b-catenin pathway, our
current results indicate that monocytes respond to Wnt5a through
a noncanonical Ca2+-dependent pathway that increases CaMKII
activity and NF-kB, a signaling route that shares common features
with TLR-mediated activation (38, 39), which has been demon-
strated to block DC differentiation (40, 41). Wnt5a also activates
this noncanonical pathway in macrophages and endothelium and
triggers a proinflammatory response (14, 23). Similarly, our results
show that monocytes are stimulated by Wnt5a to secrete proin-
flammatory cytokines such as IL-6 and TNF-a but also IL-10,
which, in part, could mediate Wnt5a effects on DC differentiation.
DCs play a dual role in governing T cell responses. Depending
on their functional capabilities, DCs can stimulate or suppress
immune reactions. Their ability to acquire immunostimulatory
features in response to exogenous stimuli, such as TLR ligation, is
crucial to mediate the interplay between innate and adaptive im-
mune responses against pathogens, because immature or partially
mature DCs may exert a tolerogenic or immunosuppressive effect.
Accordingly, tolerogenic DCs generated in vitro do not mature
properly in response to TLR stimuli and are characterized by lower
IL-12 secretion and increased IL-10 production like Wnt5a-DCs
(42, 43). Hyporesponsiveness of Wnt5a-DCs to stimuli via TLR
could underlie part of their functional defects. However, although
Wnt5a-DCs show lower expression of TLR3, TLR4, and TLR5
than control DCs, we found higher or normal levels of TLR1,
TLR2, TLR6, and TLR8 transcripts. The higher expression of
SOCS3 observed in Wnt5a-DCs also can interfere with their stim-
FIGURE 7. Wnt5a signals in monocytes through a noncanonical pathway. Human CD14+ monocytes were cultured in the GM-CSF/IL-4 cytokine
mixture as described above. A, Intracellular levels of b-catenin were determined by flow cytometry in monocytes and after 3 or 20 h of culture with or
without Wnt5a. Total MFI is shown in each histogram. Data are representative of four independent experiments. B, Intracellular phospho-CaMKIIa (Thr286)
levels were analyzed by flow cytometry after 1 h under control conditions or in the presence of increasing doses of Wnt5a (1, 10, or 100 ng/ml). The
percentage of positive cells, determined according to background staining (light gray), and the total MFI (in parentheses) are shown in each histogram. Data
are representative of three independent experiments. C–G, Human CD14+ monocytes were differentiated into DCs in the presence of Wnt5a plus different
doses of specific inhibitors for CaMKII (CK59; 1–50 mM), NF-kB (JSH-23; 5–10 mM), PKC (Go6983; 5 mM), or JNK (SP600125; 20 mM). After 24 h of
GM-CSF/IL-4 culture, treatments were removed, and culture medium was replaced by 24 h GM-CSF/IL-4 monocyte-conditioned medium. Both control
and treated cultures underwent an equivalent process. Supernatants from 24 h GM-CSF/IL-4 cultured monocytes (C, F), 48 h LPS-stimulated DCs (D, G),
and MLR cultures established with LPS DCs (as described above) (E) were harvested, and the amounts of different cytokines were analyzed. Data represent
the mean (6SD) of three to four independent experiments, expressed relative to individual control (black bars; referred to as 100%). *p # 0.05, **p #
0.005, ***p # 0.0005, significance relative to control nontreated cultures by unpaired t test. #p # 0.05, ##p # 0.005, ###p # 0.0005, significance relative
to Wnt5a-DCs by unpaired t test.
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ulation, because it abrogates the cytokine Jak-Stat signal trans-
duction pathway (44). Analogous with our results, SOCS3 over-
expressing DCs secrete low amounts of IL-12 but high levels of
IL-10 and show a tolerogenic phenotype (45). Expression of
SOCS3 has been proven to be induced by different cytokines,
including IL-6 and IL-10 (44), which were increased during DC
differentiation in the presence of Wnt5a. High IL-10 signaling
during DC differentiation also could be one of the causes for in-
creased ID3 expression in Wnt5a-DCs, which in turn would ac-
count for the higher capacity of Wnt5a-DCs to secrete IL-10.
In support of this hypothesis, IL-10 signaling increases ID3 ex-
pression, and ID3 overexpression enhanced IL-10 production in
CD14+ monocytes, thus establishing a positive feedback in the
regulation of these genes (46). In agreement, high ID3 expression
is characteristic of TGF-b/IL-4 activated M2 macrophages that
express increased levels of IL-10 (47). Another feature of Wnt5a-
DCs previously reported in tolerogenic DCs is their reduced ex-
pression of ID2 (42), although its functional significance remains
elusive. In any case, the most remarkable characteristic of Wnt5a-
DCs is their failure to secrete IL-12 in response to all of the TLR
stimuli assayed, even those that lead to normal CD83 expression.
Higher SOCS3 expression or the IL-10/ID3 signaling loop may
interfere with IL-12 expression. Indeed, Wnt5a-DCs failed to
properly increase IRF1 and IRF8 transcription after stimulation,
two positive and essential factors for priming IL-12 secretion (28).
Recent reports reveal that the Wnt signaling pathway compo-
nents have a role during the differentiation of DCs and shape their
functional features. However, their involvement seems to be com-
plex and dependent on developmental stage and/or DC lineage. In
support of a positive effect for canonical Wnt signaling on DC
differentiation and function, Zhou et al. (5) show that the addition
of Wnt3a or the inhibition of GSK3 increase the proportion of
DCs recovered from hematopoietic progenitor cell cultures and
promote their allostimulatory capacity, while b-catenin deletion
has the opposite effect. Nevertheless, GSK3 inhibition blocks the
differentiation of monocytes into DCs, (25) and transient b-cat-
enin stabilization reduces the capacity of human thymic progen-
itors to yield DCs (27). However, GSK3 activity is necessary to
avoid spontaneous but abnormal maturation of DCs (4, 25), and
specific knockout of the b-catenin gene after CD11c expression in
DCs disrupts intestinal immunotolerance, enhancing the onset of
inflammatory bowel diseases (6).
In vivo Wnt5a levels increase under numerous proinflammatory
situations. Monocytes and macrophages upregulate Wnt5a secre-
tion in response to different bacterial stimuli, thus increasing
Wnt5a levels in the sera from patients with sepsis (14). Wnt5a also
is detected in human inflammatory diseases such as granuloma-
tous lesions from patients infected with Mycobacterium tubercu-
losis (22), atherosclerotic plaques, and rheumatoid arthritis but not
in normal tissue (23). Under these conditions, monocytes could
respond to Wnt5a, and this could interfere with their differentia-
tion into DCs, resulting in an in vivo effect similar to that shown in
this article. Accordingly, Wnt5a might contribute to the attenua-
tion of inflammatory responses or to chronic bacterial infection
that negatively affect the function of DCs that differentiate after
the onset of the inflammatory process. Likewise, Wnt5a also
could be a factor that contributes to the observed dysfunction of
DCs that develops during polymicrobial sepsis that impairs the
resolution of secondary infections (48). Nevertheless, the local
concentrations of soluble inhibitors for Wnt5a or additional and
unknown signals produced during the inflammatory process could
override Wnt5a-negative effects, allowing normal DC develop-
ment. Indeed, monocyte-derived DCs develop under inflamma-
tory conditions (49, 50), and our results indicate that the GM-
CSF/IL-4 cytokine mixture attenuates the response of monocytes
to Wnt5a.
In conclusion,Wnt5a is produced under inflammatory conditions
and exerts a proinflammatory role acting on macrophages or en-
dothelium (14, 22, 23). However, our results suggest that this Wnt
protein also could activate monocytes and that this would inter-
fere with the DC differentiation program, thus leading to un-
conventional DCs with tolerogenic features. Further research is
necessary to determine in vivo factors that drive monocyte-derived
DC differentiation under high concentrations of Wnt5a that are
typical of the inflammatory state or bacterial infection. The
identification of such a signaling milieu could upgrade the design
of more effective immunotherapeutic strategies for the treatment
of infection and sepsis.
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 Introduction 
 Chemokines are small, soluble proteins (about 10 
kDa) capable to produce a chemotactic cellular response. 
The chemokine family, which approximately comprises 
50 members and 25 receptors, has been divided into four 
groups based on the position of the four conserved cys-
teine residues in the N-terminal region. With a few ex-
ceptions, CC chemokines bind to CC receptors, whereas 
CXC chemokines activate CXC receptors. Chemokine 
receptors belong to the family of G-protein-coupled re-
ceptors that activate adenylate-cyclase, phospholipases, 
GTPases (Rho, Rac, Cdc42) and major kinases (MAPK, 
PI3K)  [1] .
 CXCL12 is an important member of the CXC subfam-
ily that was firstly isolated from a murine bone marrow 
stroma cell line and has pleiotropic effects on the lym-
pho-hematopoietic system as well as on the nervous sys-
tem. CXCL12 was initially reported as a highly effective 
chemoattractant for lymphocytes and monocytes but 
not for neutrophils. Later it was recognized for regulat-
ing mature T and B lymphocyte survival and the gen-
eration of memory T cells  [2] . In addition, CXCL12 and 
its receptor CXCR4 are key factors to regulate homing/
mobilization of hematopoietic stem cells between bone 
marrow and peripheral blood, a process that undergoes 
catecholamine-mediated circadian variations  [3] . On the 
 Key Words 
 Chemokines   CXCL12/CXCR4   Human thymus   Aging   
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 Abstract 
 CXCL12 is an important CXC chemokine involved in numer-
ous biological processes. We had previously demonstrated 
the synergistic participation of CXCL12 and IL-7 in the control 
of both survival and proliferation of CD34 + human thymic 
lymphoid progenitors. On this basis, we hypothesize a pre-
sumptive role for CXCL12 and its receptor, CXCR4, in the thy-
mus involution. In this respect, in the current report we de-
scribe the expression of both molecules in the human thy-
mus during aging. Our results demonstrate that, despite the 
profound alterations observed in the thymic epithelial mi-
croenvironment of aged thymuses, the proportions of dif-
ferent CD4/CD8 thymocyte subsets do not undergo signifi-
cant variations. Remarkably, a strong CXCL12 expression was 
found in older thymuses, which appeared in the same loca-
tions as in younger thymuses: the subcapsulary and medul-
lary areas. The proportions of CXCR4 + cells, most of them 
belonging to the CD3 – compartment, showed no important 
variations in the older thymuses. However, within the CD34 + 
cell population, a significant reduction in the expression of 
CXCR4 molecules was observed. 
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other hand, CXCL12 and CXCR4 are constitutively ex-
pressed in the central nervous system and modulate neu-
rotransmission, neurotoxicity and neuroglial interac-
tions  [1] .
 The involvement of CXCL12/CXCR4 in T cell differ-
entiation is controversial. Although studies on CXCL12/
CXCR4 gene disrupted mice suggested that these mole-
cules are not required for the generation of a normal mu-
rine T cell population, other studies pointed out a role for 
CXCL12 in T cell differentiation. Several years ago, we 
demonstrated that CXCL12/CXCR4 signaling is not crit-
ical for the CD34 + precursor cell recruitment to the hu-
man thymus but CXCL12 participates in the control of 
human lymphoid precursor cell survival and prolifera-
tion  [4] . In this process, CXCL12 acts synergistically with 
IL-7, but not with other cytokines such as SCF (stem cell 
factor) or Flt3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand), 
known to be important for the biology of lymphoid pro-
genitors. IL-7 upregulates the CXCR4 expression on 
CD34 + human lymphoid progenitors and, at the same 
time, stimulates the CXCL12 production by thymic epi-
thelial cells (TEC). In turn, CXCL12 downregulates the 
IL-7 production by TEC.
 The capacity of CXCL12 for controlling survival of 
thymic cells is not restricted to the thymocyte lineage. 
We recently demonstrated that human thymic dendrit-
ic cells (DC) express CXCR4 and produce CXCL12 that 
increases the survival and allostimulatory capacities of 
DC  [5] .
 Based on these previous results, we hypothesize that 
since CXCL12 affects viability and proliferation of CD34 + 
progenitor cells and their effects are related with IL-7/IL-
7R signaling reported to be involved in thymus involu-
tion, this chemokine could be important to recover the 
thymus from physiological or experimentally induced 
conditions that course with decreased thymocyte pro-
duction. Therefore, the current results are devoted to the 
analysis of CXCL12/CXCR4 condition in the involuted 
thymus that occurs during human aging.
 Morphological Changes in the Human Thymus 
during Aging 
 The first signs of histological involution were clearly 
evidenced in 15- to 20-year-old human thymuses, mark-
edly increasing in 30- to 40-year-old samples. Thymic 
involution coursed with disappearance of a clear cortex-
medulla demarcation, principally due to extreme reduc-
tion of the cortical area that, in some older samples, ap-
peared reduced to small groups of CD1 + cells. Accord-
ingly, the medullary area was proportionally increased 
but also appeared importantly altered. Other authors 
have described similar features in the involuted thymus-
es during aging, including significant reduction of the 
thymic surface area, decline of MHC class II and keratin 
expression and increased presence on certain molecules, 
such as Notch1 and Delta  [6] . The condition of thymic 
medulla during aging is controversial. Some authors have 
described fewer changes in the medulla than in the thy-
mic cortex of aged thymuses, but others suggest a parallel 
decline of both thymic compartments  [6] . Retraction of 
epithelial cell processes in all thymic compartments also 
occurred in the older thymuses, a feature that has been 
related with the appearance of epithelial-free areas in the 
involuted thymuses  [6] .
 Slight Changes in the Proportions of CD4/CD8 
Thymocyte Subsets Occur in Aged Human Thymus 
 Despite the described profound alterations occurring 
in the thymic epithelial microenvironment of aged thy-
mus, no significant variations were observed in the pro-
portions of the different thymocyte subsets defined by 
the expression of CD4/CD8 markers. Analysis of human 
samples from postnatal to 70-year-old thymuses showed 
just a slight increase in the older ones in the proportions 
of DN and SP (both CD4 + CD8 – and CD4 – CD8 + ) cells. 
Correspondingly, decreased proportions of DP thymo-
cytes occurred in those older thymuses that could be re-
lated with an increased percentage of apoptotic DP cells 
described in those thymuses  [7] .
 CXCL12 Production in Older Human Thymuses 
 CXCL12 was expressed in the older thymuses in the 
same locations than in the younger ones  [4] . By using spe-
cific markers for cortical and medullary TEC in combi-
nation with antibodies against CXCL12 we observed that 
CXCL12 expression occurred in the subcapsulary corti-
cal area and in both the TE-4 + TEC and Hassall’s bodies 
of thymic medulla ( fig. 1 a). It is important to remark that, 
since thymus size decreases during aging, the relative 
area occupied by CXCL12 + cells is presumably larger in 
older thymuses than in younger ones.
 CXCL12/CXCR4 in Aged Human 
Thymus  
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 Fig. 1. Expression of CXCL12 and CXCR4 in the aged human thymus.  a Immunohistochemical detection of 
CXCL12 in the subcapsule (SC) and medulla (M). Note the association of CXCL12 staining with keratin (CK)-
positive TEC. HS = Hassall’s bodies; C = thymic cortex.  b Proportions of total thymic CXCR4 + cells in human 
thymuses of different ages.  c CXCR4 expression in thymocyte subsets defined by CD3 expression.  d Decreased 
numbers of CXCR4 on the surface of CD34 + thymic cells during aging. MFI = Mean fluorescence intensity. 
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 CXCR4 Expression in the Thymus of Aged Humans 
 No significant variations were observed in the propor-
tions of thymic CXCR4 + cells in older thymuses. The per-
centage of CXCR4 + cells in older thymuses was in the 
range described in the younger ones, although their val-
ues were in the lower level of such range in samples from 
individuals older than 20 years ( fig. 1 b).
 As previously demonstrated  [4] in young thymuses, 
most CD3 – thymocytes expressed CXCR4 (around 90%) 
and the proportion of CXCR4 + cells gradually decreased 
in CD3 low thymocytes that largely included the DP cells 
(around 50%) and CD3 hi  SP and DP thymocytes (around 
20%). However, in each of these cell subpopulations the 
proportion of CXCR4 + cells remained basically unaltered 
when younger and older samples were comparatively eval-
uated ( fig. 1 c). Thus, the percentage of CXCR4-expressing 
CD34 + cells did not changed throughout the life, but from 
the second decade of life onward, there was a significant 
reduction in the mean fluorescence intensity (MFI) of 
CXCR4 molecule ( fig. 1 d). On the contrary, the CD127 (IL-
7 receptor   chain) expression on CD34 + thymocytes did 
not change during aging (data not shown), although a re-
duced production of IL-7 with age has been reported  [8] .
 Conclusions 
 These results demonstrate no important alterations in 
the expression of both CXCL12 and CXCR4 in the human 
thymus during aging, suggesting that as in younger thy-
muses, these molecules could play a role in the control of 
thymus homeostasis during aging. On the other hand, 
the lower numbers of receptors expressed by CD34 + lym-
phoid progenitors in older respect to younger thymuses 
together with the difficulties to establish direct correla-
tions between the expression of CXCL12/CXCR4 and 
that of the IL-7/IL-7R pair, as reported in younger thy-
muses  [4] could explain partially the low numbers known 
to occur in the aged thymuses, although they maintain 
unchanged proportions of CD4/CD8 thymocyte subsets. 
More functional studies are necessary, however, to con-
firm whether CXCL12 is involved also in aged thymuses 
in the control of the survival of CD34 + lymphoid pro-
genitors and other thymocyte subsets, as observed in 
younger ones.
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ABSTRACT
Increasing evidence includes Wnt proteins inside the
group of master-signaling pathways that govern im-
mune and nonimmune differentiation systems, funda-
mental for normal development and homeostasis. Al-
though their precise functions in bone marrow and thy-
mus are still controversial, numerous studies have
shown that Wnt signaling is able to control the prolifera-
tion of hematopoietic stem cells and thymic progenitors
and might also affect their cell-fate decisions and sub-
sequent maturation. In the present work, we analyze
the effect of transient stimulation of the canonical Wnt
pathway in the differentiation potential of Lin–CD34
CD1a– human thymic progenitors, a multipotent and
heterogeneous cell population that has the capacity to
develop into T cells, NK cells, monocytes, cDC, and
pDC. Our results demonstrate that giving a boost to ca-
nonical Wnt signaling, triggered by transient exposure
to Wnt3a or LiCl, the differentiation capacity of thymic
progenitors changes, enhancing NK cell production. On
the contrary, Wnt3a- or LiCl-pretreated thymic progeni-
tors generate a significantly lower number of myeloid
lineage cells, monocytes, and cDC and exhibit a re-
duced capacity to differentiate into pDC lineage. As a
possible mechanism for this effect, we show that
Wnt3a- and LiCl-pretreated progenitors change their
membrane levels of receptors for cytokines pivotal for
their expansion and differentiation, such as Flt3L. More-
over, canonical Wnt pathway stimulation modifies the
transcription factor profile of CD34CD1– thymocytes,
increasing Hes-1 and ID3 expression levels. J. Leukoc.
Biol. 87: 405–414; 2010.
Introduction
As reported for other families of morphogens described in the
thymus [1], besides being key in the bone marrow, Wnt pro-
teins direct fundamental events during development and tissue
renewal, proving the existence of common, basic rules that
govern differentiation systems in the embryo and adult organ-
ism [2–5]. Wnt signaling pathway is part of the intricate signal-
ing network involved in directing expansion and differentia-
tion of cell progenitors in the thymus [6].
Wnt proteins bind to Fzd receptors that interact with a core-
ceptor, LPR5 or LPR6 [3]. The Wnt-Fzd-LPR multiprotein com-
plex initiates three possible downstream signaling pathways that
can exhibit antagonistic interactions: the canonical Wnt/-cate-
nin pathway and two noncanonical Wnt pathways such as Wnt/
Ca2 and RhoA/c-JNK signaling cascades. Wnt signaling output
depends on the initial Wnt receptor complex formed, intermedi-
ate signaling components, and target cell [7]. The canonical Wnt
pathway leads to activation of Dishevelled-1 proteins, which with-
hold the GSK-3 activity. In the absence of GSK-3 activity,
-catenin is not phosphorylated, and therefore, its ubiquitination
and subsequent proteasome degradation are impeded. As -cate-
nin is synthesized continuously, stabilized -catenin accumulates
in the cytosol and translocates to the nucleus, where it interacts
with and coactivates members of the LEF/TCF transcription fac-
tor family, leading to the activation of target gene expression [5].
Indeed, these transcriptions factors act as repressors until they
are turned on by -catenin.
Different experimental approaches have been attempted to
elucidate the role of canonical Wnt signaling during T cell differ-
entiation. However, results obtained after deletion of -catenin
and/or -catenin in HSC, showing that there are no alterations
in thymic populations [8–10], are in conflict with the profound
changes observed in hematopoiesis and T cell development after
constitutive -catenin stabilization in HSC [8–12] or CD4–CD8–
DN thymocytes [13, 14]. The analysis of TCF-1 and Lef-1 knock-
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out mice clearly demonstrated that canonical Wnt transcription
factors are crucial for T cell maintenance and differentiation
[15–19]. Hence, in thymocytes, TCF-1/Lef interaction with
-catenin turns their function from repressors to transcriptional
activators, and the -catenin–TCF complex promotes, in part, the
transcription of certain T lymphocyte-specific genes [20]. In this
sense, during T cell differentiation, pre-TCR signaling induces
TCF expression, and therefore, Wnt and pre-TCR pathways coop-
erate to ensure (CD44–CD25) DN3 (CD44–CD25–) and DN4
cell survival [17]. Accordingly, strategies that lead to attenuation
of Wnt signaling impair thymic function in mice. In FTOC, the
overexpression of the secreted Wnt inhibitor Dkk1 [21] or solu-
ble Fzd receptors [19] blockades T cell differentiation at the DN
stage. A similar result is obtained, increasing the levels of the in-
hibitor of -catenin–TCF interaction [22]. On the other hand,
Wnt-1/Wnt-4 double-deficiency triggers a reduction of thymic
cellularity without affecting the proportions of thymocyte subsets,
possibly because of the existence of certain redundancy among
Wnt proteins [23]. Canonical Wnt signaling also regulates survival
[18, 24, 25], maturation [14], and selection of CD4CD8 DP
cells in the thymus [26, 27].
Human thymic CD34 cell progenitors express Fzd receptors
and LPR5/6 coreceptors and represent the thymocyte subset with
the highest levels of total and active (no phosphorylated) -cate-
nin [21]. Analysis by DNA microarrays of Wnt target genes in the
CD34 thymic cell subset indicates that activation of the canoni-
cal Wnt pathway regulates the expression of genes involved in
cell adhesion, proliferation, and cell survival [28]. However, until
our knowledge, no study has analyzed the possible implication of
Wnt signaling during early differentiation events of thymic CD34
cell progenitors. This population can be subdivided according to
CD1a expression; most immature thymocytes are included in the
Lin–CD34CD1a– cell subset, and CD1a expression correlates
with T cell commitment. The next differentiation stage lacks
CD34 antigen, expresses the CD4 marker (CD4inm), and pro-
ceeds to the DP thymocyte population, which suffers selection
processes and differentiates into CD4 or CD8 T cells [29].
The thymic microenvironment largely promotes stem cell differ-
entiation into T cell lineage, providing adequate Notch ligands and
soluble signals to hematopoietic progenitors that colonize the thy-
mus [1, 30]. Nevertheless, it is important to note that most imma-
ture thymic progenitors (CD34CD1a– subset) include multipotent
cells, which in addition to developing into T cells, have the capacity
to differentiate in the thymus toward NK cells, monocytes, and cDC
or pDC [31, 32]. The current work was undertaken to address the
possible influence of Wnt signaling in thymic lineage output. We
demonstrated that a pulse of canonical Wnt signaling modifies the
differentiation capacity of CD34CD1a– thymic progenitors, mainly
promoting NK lineage differentiation, while reducing monocyte,
cDC, and pDC production. Modifications in cytokine receptor ex-
pression levels in thymic progenitors and the expression profile of
transcription factors could account for these effects.
MATERIALS AND METHODS
Isolation of human thymic CD34CD1a– cells
Human thymus samples from patients aged 1 month to 3 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the guide-
lines of the Medical Ethics Commission of Madrid-Monteprı´ncipe and 12
de Octubre Hospitals (Madrid, Spain). Informed consent was provided ac-
cording to the Declaration of Helsinki. Thymuses were dissected free of the
surrounding connective tissue and then disrupted gently with a Potter ho-
mogenizer until disaggregated completely. Thymic cell suspensions were
first enriched in immature thymocytes by using the sheep RBC rosseting
technique, and the recovered cells were then depleted of T, B, NK,
myeloid, and DC by treatment with saturating concentrations of anti-CD3
(HIT3a), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD19 (HIB19), anti-CD56 (B159), anti-
CD11c (B-ly6), anti-CD14 (M5E2), and anti-CD13 (WM15; all from BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) bound to sheep anti-mouse Ig-coated mag-
netic beads (Dynabeads, Dynal, Oslo, Norway) as described previously [33].
This CD34cell suspension, whose purity was 95%, was next depleted of
CD1a-positive cells following a similar procedure but now using anti-CD1a
antibodies. The purity of the recovered Lin–CD34CD1a– cells was 95%.
Flow cytometry
The following mAb conjugated with FITC, PE, Cychrome, and APC were
used for flow cytometric analysis: CD1a (HI149), CD4 (SK3), CD8a (SK1),
CD11c (B-ly6), CD14 (M5E2), CD34 (8G12), CD45RA (HI100), CD56
(B159), CD117 (YB5.B8), CD123 (7G3, 9F5), CD127 (R34.34), and
HLA-DR (G46-6; all from BD Biosciences); CD13 (Tu¨K1) and CD135
(BV10A4H2; Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA); CD122 (MIK-1;
InmunoTools, Friesoythe, Germany); CD314/NKG2D (1D11) and CD94
(DX22; BioLegend, San Diego, CA, USA); and CD303/BDCA-2 (AC144;
Miltenyi Biotec, Bergisch, Gladbach, Germany). For the intracellular stain-
ing of total -catenin in freshly isolated thymocyte subpopulations, cells
were counterstained to distinguish different subsets, fixed, and permeabil-
ized using Citofix/Cytoperm solution, washed with Perm/Wash buffer (BD
Biosciences), and stained with FITC-conjugated anti--catenin mAb (14, BD
Biosciences). For the intracellular staining of phosphorylated STAT5, cells
were treated with Cell Fix and Perm Buffer III (BD Biosciences) and
stained with Alexa Fluor 488-conjugated anti-human phospho-STAT5
(Tyr694) (BD Biosciences). Analyses were conducted in a FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Microscopı´a y Citometrı´a
(Complutense University, Madrid, Spain).
Transient stabilization of -catenin
Purified thymic Lin–CD34CD1a– precursors were treated with murine re-
combinant Wnt3a at a concentration of 100 ng/ml (Chemicon Interna-
tional, Temecula, CA, USA) or with 10 mM LiCl (Sigma, Spain) for 12 h in
Yssel’s medium supplemented with 5% FCS (Invitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY, USA), 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100
g/ml streptomycin (Sigma, Spain). Control CD34CD1a– human thymic
progenitors were cultured in parallel in the absence of treatment. For the
intracellular staining of active -catenin and according to the manufactur-
er’s instructions, cells were treated with Cell Fix and Perm Buffer III (BD
Biosciences) to avoid the action of phosphatases, which could increase the
level of nonphosphorylated -catenin unspecifically. Then, cells were
stained with anti-human active -catenin mAb (8E7) [11] (Millipore
Ibe´rica, Madrid, Spain), followed by PE-conjugated donkey anti-mouse IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA).
Cell differentiation assays
After 12 h of pretreatment, thymic CD34CD1a– progenitors were washed
gently prior to their use in several differentiations assays:
Chimeric human-mouse fetal thymic organ cultures. Thymic lobes de-
rived from 15-day-old embryos of SCID mice were cocultured with 2.5 
104 control or pretreated thymic human progenitors by the hanging drop
method for 48 h, followed by culture of the recolonized lobes in FTOC for
10–11 days, as described previously [34].
Generation of NK cells in IL-15 and SCF-supported cultures of thymic
precursors. Lin–CD34CD1a– cells (105) were cultured for 13–14 days in
100 l RPMI-1640 medium (Sigma, Spain) supplemented with 10% FCS, 1
mM pyruvate, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml strep-
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tomycin (complete RPMI 10%) in a 96-well flat-bottom plate in the pres-
ence of the following cytokines: IL-15 (100 ng/ml; ProSpec-Tany Techno-
Gene Ltd., Rehoboth, Israel) and SCF (100 ng/ml; Fitzgerald Industries
International, Concord, MA, USA). One-third of the medium volume was
changed every 5 days.
Coculture with ST2 cells. The development of CD14, cDC, and pDC
was assessed by coculturing 1  105 CD34CD1a– human progenitor cells
with 5  104 ST2 cells, a stromal cell line from mouse bone marrow (pro-
vided by Dr. Maria Luisa Gaspar, Centro Nacional de Microbiologı´a, CNM,
Madrid, Spain). One day before their use in coculture experiments, ST2
cells were plated in 24-well tissue-culture plates. Culture medium consisted
of complete RPMI 10%, supplemented with 5 ng/ml recombinant human
IL-7 (NIBSC, Hertfordshire, UK) and 5 ng/ml recombinant human Flt3L
(Fitzgerald Industries International). To determine whether the ST2-gener-
ated pDC were able to secrete IFN-, on day 10, pDC were stimulated by
adding 5 g/ml CpG oligodeoxynucleotide (CpG 2216; ggGGGAC-
GATCGTCgggggG; Sigma-Genosys Ltd., Cambridgeshire, UK) to the cocul-
tures for 12 h. IFN- production was detected by intracellular staining us-
ing anti-IFN- (LT27:295; Miltenyi Biotec) after blocking protein secretion
with 5 g/ml Brefeldin-A (Sigma, Spain). CpG2243 (ggGGGAGCAT-
GCTCgggggG; Sigma-Genosys) was used as negative control.
Apoptosis assays
The percentage of apoptotic cells was determined by staining with An-
nexin-V-FITC (Boehringer Mannheim, Mannnhein, Germany), according
to the supplier’s instructions. Cells were analyzed on a FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences) and gated according to forward-scatter, side-
scatter, and their ability to exclude PI. Apoptotic cells were defined as An-
nexin-V-positive and PI-negative.
Real-time quantitative RT-PCR
RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep kit (Strat-
agene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA), including a DNase I digestion
step, as recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contamina-
tion. Total cDNA was synthesized by the High Capacity cDNA RT kit (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the supplier’s instruc-
tions, and then used as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was
performed with the following TaqMan assays: Spi-B (Hs00162150_m1),
Hes-1 (Hs00172878_m1), Gata-2 (Hs00231119_m1), Gata-3 (Hs00231122_
m1), PU.1 (Hs00231368_m1), ETS1 (Hs00428287_m1), ID2 (Hs00747379_
m1), and ID3 (Hs00171409_m1; all from Applied Biosystems). GAPDH (Predevel-
oped TaqMan) and GNB2L1 (Hs00272002_m1) were used as endogenous con-
trols. All PCR reactions were set in duplicates using the TaqMan Fast Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instruc-
tions. Amplifications, detections, and analyses were performed in a 7.900HT Fast
Real-Time PCR system (Centro de Geno´mica, Complutense University).
RESULTS
Activation of canonical Wnt signaling with Wnt3a or
LiCl treatment triggers transient stabilization of
-catenin in human thymic progenitors
In the human thymus, canonical Wnt signaling occurs in all dif-
ferentiation subsets, from DN thymocytes, where it is most promi-
nent, to more mature populations [21]. Thus, according to data
reported previously [21], we observed the highest levels of total
-catenin in the human thymus in the total DN CD34 fraction
(Fig. 1A). However, it would be reasonable to hypothesize that
not all of CD34CD1a– progenitors must express the active form
of -catenin. To determinate the percentage of human thymic
progenitors that contain this form of -catenin, we stained freshly
isolated Lin–CD34CD1a– cells with an antibody that specifically
recognizes the nonphosphorylated form of -catenin. Flow cytom-
etry analysis showed that 40–60% of freshly isolated CD34
CD1a– thymocytes expressed detectable levels of active -catenin,
suggesting that canonical Wnt signaling is regulated tightly
in vivo. To give a boost to the canonical Wnt signaling pathway in
thymic progenitors and exceed transiently usual signaling levels,
we treated CD34CD1a– cells for 12 h with Wnt3a (100 ng/ml),
which has been described as a prototypical agonist for the canon-
ical pathway in the thymus, and alternatively, with LiCl (10 mM),
which inhibits GSK-3 and reduces the degradation of -catenin
by the proteasome [19]. After the cell culture, we corroborated
by flow cytometry that the treatment with Wnt3a or LiCl pro-
duced a prominent increment of active -catenin levels in most
CD34CD1a– progenitor cells, detecting active -catenin in 80–
90% of treated cells (Fig. 1B), and cells cultured under control
conditions showed similar levels of -catenin than those found in
fresh, isolated cells. We obtained similar results after 3 h of treat-
ment (data not shown), suggesting that canonical Wnt signaling
begins within the first hours of culture.
Figure 1. Wnt-3a and LiCl treatment promotes -catenin stabilization
in human thymic progenitors and increases their survival slightly. (A)
Expression of total -catenin in freshly isolated human thymic subsets
defined by the surface expression of CD4, CD8, and CD34 molecules.
(B) Intracellular levels of nonphosphorylated (Active) -catenin were
determined by flow cytometry in CD34CD1a– cells cultured for 12 h
with Wnt-3a (100 ng/ml) or LiCl (10 mM) or with culture medium
(Control). Data are representative of three independent experiments.
Shadow histograms indicate background fluorescence. The percentage
of positive cells, determined according to background staining, and
the total mean fluorescence intensity (MFI) are shown in each histo-
gram. (C) To determinate the percentage of apoptotic cells, the recov-
ered cells were stained with Annexin-V and PI. Dot plots show the per-
centage of apoptotic cells (Annexin-V PI–). Data are representative of
three independent experiments.
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Previously reported data suggest that the Wnt signaling pathway is
important for regulating cell survival of immature thymocytes [18,
24] So, we next evaluated the effect of canonical Wnt signaling in
the viability of CD34CD1a– progenitors, and we stained Wnt3a- or
LiCl-treated cells with Annexin-V and PI. Flow cytometry analysis
showed no toxic effect of Wnt3a or LiCl, as after 12 h of treatment,
the percentage of PI cells did not increase. On the contrary, we
observed a slight decrease in the proportion of apoptotic cells (An-
nexin PI–) in response to canonical Wnt signaling (Fig. 1C).
Differentiation of Wnt3a- and LiCl-pretreated thymic
CD34CD1a– precursors in human-mouse chimeric
FTOC
We next analyzed the possible effect of a transient stimulation
of canonical Wnt--catenin signaling on lineage output from
pretreated thymic progenitors, assaying pretreated cells in vari-
ous specific differentiation systems.
We started using CD34CD1a– cells, pretreated with LiCl and
Wnt3a, to perform human-mouse chimeric FTOC, which provide a
thymic microenvironment and promote largely T cell differentiation.
After 10–11 days of culture—when we compared the numbers of
human cells recovered from lobes colonized with Wnt3a-pretreated
cells with those obtained from control lobes—we observed a wide
variability in the effects (Fig. 2A), which led to the absence of signifi-
cant differences. By contrast, the numbers of recovered cells from
chimeric FTOC seeded with LiCl-pretreated progenitors were always
higher than those collected from their controls. Nevertheless, there
were notable variations in the magnitude of the increment found in
the five experiments analyzed, and increases in the number of hu-
man cells recovered ranged from 10% to 170% (Fig. 2A).
Regarding T cell differentiation, at this time of culture, in
control FTOC, approximately 25% of thymocytes had reached
the DP differentiation stage, but most of the cells were within
the intermediate CD4inm population, and approximately 15%
of thymic cells remained within the most immature DN thymo-
cyte subset. In all of the experiments analyzed, thymic lobes,
colonized with Wnt3a-pretreated precursors, showed a slight
reduction in the proportion of DP thymocytes (Fig. 2B). LiCl
pretreatment induced an important increase in the percentage
of DN cells, and concomitantly, the proportion of DP thymo-
cytes halved with respect to control FTOC. Nonetheless, as the
numbers of human cells recovered from FTOC recolonized
with LiCl-pretreated precursors were increased, in absolute
terms, the reduction in the DP cell population was not statisti-
cally significant. By contrast, the increment in the number of
human DN thymocytes yielded after LiCl pretreatment was
between 40% and 500% (data not shown).
Transient stimulation of Wnt signaling enhances
differentiation of thymic CD34CD1a– cells to NK
lineage
Chimeric human-mouse FTOC yielded a small percentage of NK
cells, defined by the expression of the CD56 marker, which
ranged in control cultures between 2% and 5% of total human
cells, depending on the experiment. Remarkably, the percentage
and the absolute number of NK cells recovered from FTOC,
seeded with Wnt3a- or LiCl-pretreated cells, augmented with re-
spect to their control counterparts in all of the experiments
(Fig. 3, A and B). In the case of Wnt3a pretreatment, the in-
crease in the percentage of NK cells relative to the control cul-
tures varied between 45% and 65% and in cultures seeded with
LiCl-pretreated progenitors, reached 120% (Fig. 3A). The abso-
lute number of human NK cells recovered from chimeric FTOC
was also higher when the thymic progenitor had been pretreated
to stabilize -catenin before seeding thymic lobes, and again, LiCl
pretreatment triggered the greatest effects (Fig. 3B).
As the above results suggest that Wnt3a or LiCl pretreat-
ment of thymic precursors might be able to enhance their dif-
ferentiation into NK cells, we tried to corroborate those data,
performing a differentiation assay specific to NK cell produc-
tion. After 13–15 days of culture in the presence of SCF and
IL-15, we collected 70–90% of CD56 cells, and supporting
results found with FTOC assays, activation of canonical Wnt
signaling increased the subsequent yield of NK cells from thy-
mic progenitors (Fig. 3C). Moreover, the analysis of the ex-
pression of CD94 and NKG2D receptors in CD56 cells ob-
tained from these cultures demonstrated a significantly higher
proportion of CD94- and NKG2D-positive cells in cultures
seeded after Wnt3a or LiCl pretreatment, which suggests an
earlier acquisition of these receptors as a result of transient
stabilization of -catenin (Fig. 3D).
Figure 2. Stimulation of canonical Wnt signaling increases the number of
CD4–CD8– thymocytes from human-mouse chimeric FTOC. (A) The scat-
ter plot shows the number of human cells recovered after 11 days of cul-
ture from human-mouse chimeric FTOC seeded with Wnt3a- or LiCl-pre-
treated progenitors, relative to those seeded with control cells (referred as
100%). The number of human cells (CD45) recovered from cultures
seeded with pretreated progenitors in each experiment was divided by
the number of cells recovered from its control culture to give the relative
cell number of five individual experiments. (B) Dot plots show CD4 ver-
sus CD8 expression on gated human CD45 cells from 11-day cul-
tures. Data are representative of five independent experiments.
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The capacity of thymic progenitors to differentiate into
monocytes, cDC, and pDC is reduced significantly after
activation of canonical Wnt signaling
We next analyzed the impact of giving a boost to canonical
Wnt signaling in the differentiation of thymic progenitors to-
ward monocytes, cDC, and pDC. We used a modification of an
in vitro assay described previously by Spits et al. [35], which
allowed us to study the differentiation of CD34CD1a– cells
into those three lineages. In our experiments, we cocultured
pretreated human thymic progenitors with ST2 cells in the
presence of IL- 7 and Flt3L cytokines during 10–11 days. Un-
der these conditions, a population of CD14 cells, which were
considered to be monocytes, was generated (Fig. 4A), and
within the population of CD14– cells, we found cDC, as de-
fined by the expression of the markers CD1a, CD11c, and
HLA-DR (Fig. 4B). Cocultures of thymic progenitors and ST2
stromal cells also yielded a variable percentage of HLA-
DRlowCD123hiCD45RABDCA-2 pDC (Fig. 4C), which had
the ability to produce IFN- after stimulation (Fig. 4D).
Using this experimental approach, we observed that co-
cultures seeded with human thymic progenitors, which had
been pretreated to stabilize -catenin, yielded a significantly
reduced number of cells in comparison with their controls
(Fig. 5A). It is important to note that we found this effect
in all of the experiments performed with Wnt3a- or LiCl-
pretreated progenitors. Remarkably, the reduction in cell
number was more evident after LiCl pretreatment (percent-
age reduction between 30% and 50%). Regarding lineage
output, both pretreatments produced a decrease in the ab-
solute number of CD14 cells, but whereas pretreatment
with Wnt3a resulted in a quite constant reduction (40%),
the results obtained after LiCl pretreatment were more vari-
Figure 4. Phenotype of CD14, cDC, and pDC populations generated
from Lin–CD34CD1a– thymic progenitors cocultured with ST2 stromal
cells. After 11 days of coculture, as described in Materials and Methods,
the phenotype of recovered cells was analyzed by flow cytometry.
(A) CD14, monocytes. (B) CD1HLA-DRCD11c, cDC. (C) HLA-
DRlowCD45RABDCA2CD123high, pDC. Data are representative of five
independent experiments. (D) After 11 days of coculture, pDC were stim-
ulated for 12 h with CpG (2216; 5 g/ml; black histogram), using as neg-
ative control CpG2243 stimulation (open histogram). Flow cytometric
analysis was performed after intracellular staining of IFN-, as described
in Materials and Methods. Gray histogram indicates background staining.
Figure 3. Transient stabilization of -catenin enhances differentiation
of thymic CD34CD1a– cells to NK lineage. (A) Expression of CD56
and TCR on CD45 human cells recovered from human-mouse chi-
meric FTOC cultured for 11 days. Data are representative of five inde-
pendent experiments. (B and C) Numbers of human CD56 NK cells
recovered from 11-day FTOC (B) or after 14 days of culture with SCF
and IL-15 (C) seeded with Wnt3a- or LiCl-pretreated progenitors rela-
tive to their counterparts seeded with control cells (referred as 100%).
Data represent the mean (sd) of four independent experiments (*,
P0.05; ***, P0.001, by t-test single sample). (D) Expression of
CD94 and NKG2D receptors in CD56 cells yielded from control or
Wnt3a/ LiCl-pretreated thymic cell progenitors after 13 days of cul-
ture with SCF and IL-15. Shadow histograms indicate background fluo-
rescence. The percentages of positive cells, determined according to
background staining, are shown in each histogram. Data are represen-
tative of three independent experiments.
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able, and we found reductions ranging from 15% to 60% in
the five experiments performed. cDC also underwent a sig-
nificant reduction in their numbers in cocultures seeded
with pretreated human precursors. However, the impact of
the pretreatment was significantly higher in the case of
pDC, leading in all of the experiments to a decrease in the
percentage and number of this cell population, which indi-
cates a greater negative effect of -catenin stabilization on
pDC generation (Fig. 5B).
Stimulation of canonical Wnt pathway modifies the
expression of cytokine receptors in thymic
Lin–CD34CD1a– progenitors
Differentiation and expansion of thymic precursors depend on
their response to cytokines, such as SCF, IL-7, Flt3L, and IL-
15. Therefore, we studied the pattern of expression of their
receptors (CD117, CD127, CD135, and CD122, respectively)
on Wnt3a- and LiCl-pretreated CD34CD1a– progenitors as a
possible cause for the results obtained after transient stabiliza-
tion of -catenin.
After 12 h of culture in control conditions, 50–60% of Lin–
CD34CD1a– cells expressed in their membrane receptors for
SCF (CD117), whereas the percentage of CD127 or CD135
progenitors was higher, corresponding to 65% and 75% of
CD34CD1a– cells, respectively. On the other hand, CD122 ex-
pression was restricted to a minor proportion of cell progenitors,
which represented 5% of this thymic population (Fig. 6A). As a
result of the transient stabilization of -catenin, we observed that
the progenitors did not change their expression of CD117,
whereas there was a decrease in the percentage of CD34 cells
expressing Flt3 on their cell surface, most noticeably in the pre-
cursors treated with LiCl. By contrast, the percentage of CD122-
positive cells increased after Wnt3a or LiCl treatment, reaching
approximately 10% of cell precursors, and Wnt3a but not LiCl
treatment increased the proportions of CD127 thymic cell pro-
genitors (Fig. 6A).
As the cytokine Flt3L is a crucial factor to promote the devel-
opment of cDC and pDC in vivo and in vitro [36, 37], and the
expression of its receptor is notably reduced after treatment with
Wnt3a or LiCl, we considered the possibility that the significant
reduction observed in the number of recovered cells from cocul-
tures established with ST2 cells and pretreated progenitors could
be reversed, increasing Flt3L doses. However, the results obtained
from these additional experiments showed that even tenfold in-
creases in concentration of Flt3L failed to reverse the reduction
in the absolute number of cells, as well as the percentage of pDC
recovered from cocultures seeded with progenitors pretreated
with LiCl (Fig. 6B). Furthermore, corroborating the conclusion
that transient stabilization of -catenin induced a loss of Flt3L
responsiveness in CD34CD1a– cells, we demonstrated that the
down-regulation of Flt3 expression observed in thymic progeni-
tors correlated to the inhibition of Flt3L-induced STAT5 phos-
phorylation [38, 39] in Wnt3a- and LiCl-pretreated thymic pro-
genitors (Fig. 6C).
CD34CD1a– progenitors change their transcription
factor profile in response to -catenin stabilization
In CD34CD1a– thymic progenitors, we evaluated by quantita-
tive RT-PCR whether transient -catenin stabilization affected
the expression of different transcription factors that determine
their lineage output [40]. Variations between samples were
corrected by normalizing against the expression of two endog-
enous controls, GAPDH and GNB2L1. The results obtained
showed that the stabilization of -catenin caused by treatment
with LiCl did not affect the levels of transcripts for Spi-B,
GATA-2, GATA-3, and ID2 genes significantly, and those for
ETS1 decreased only slightly when compared with control
cells. In contrast, LiCl treatment caused a 50% increase in the
levels of transcripts for Hes-1 and PU.1 in thymic progenitors,
and remarkably, the amount of ID3 transcripts doubled that
found in control cells (Fig. 7A).
To emphasize the impact of LiCl pretreatment, we performed
additional assays to compare the transcription factor profile of
control and LiCl-pretreated progenitors after responding to dif-
ferentiation signals. In this set of experiments, RNA was obtained
after two consecutive culture periods. The first culture step was
equivalent to that performed in previous experiments; hence, the
progenitors were maintained under control conditions or in the
Figure 5. Reduced capacity of thymic CD34CD1a– progenitors to differentiate into monocytes, cDC, and pDC after stimulation of canonical Wnt signal-
ing. (A) The scatter plot shows the total number of human cells recovered from cocultures of Wnt3a- or LiCl-pretreated human progenitors with murine
bone marrow stromal cell line ST2, expressed as relative percentage to their control counterparts, from eight individual experiments. (B) The numbers
of CD14 cells, cDC, and pDC recovered from cocultures performed with Wnt3a (gray bars)- or LiCl (black bars)-pretreated progenitors are
shown. Data represent the mean (sd) of five to eight independent experiments, expressed relative to the numbers recovered under control con-
ditions (open bars; referred as 100%). *, P  0.05; **, P  0.01; ***, P  0.001, by t-test single sample.
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presence of LiCl for 12 h, whereas during the second culture
step, control or LiCl-pretreated progenitors responded to IL-7,
Flt3L, and SCF cytokine cocktail for only 6 h. Under these exper-
imental conditions, the increment in transcripts for Hes-1 was
maintained, but remarkably, the levels of transcripts for ID3 and
GATA3 were two to three times higher in cells that had stabilized
-catenin before responding to the IL-7, Flt3L, and SCF cytokine
cocktail. Moreover, ID2 levels in pretreated cells were also in-
creased by 40% with respect to control progenitors (Fig. 7B). It is
interesting to remark that control progenitors could largely dif-
ferentiate to monocyte and DC lineages in response to these dif-
ferentiation signals, whereas our previous results indicated that
pretreated progenitors did not.
DISCUSSION
In the present work, we have shown that stimulation of canoni-
cal Wnt signaling in human intrathymic Lin–CD34CD1a– pro-
genitors modifies their subsequent lineage output in response
to specific differentiation environments. Our results also indi-
cate that this effect would be related to changes in their ex-
pression of the Flt3L receptor, crucial in the regulation of lin-
eage choice and the maintenance/expansion of progenitors
and alterations in the expression levels of various transcription
factors, such as Hes-1 and ID3.
We have focused our interest in the effects of a transitory
increment in -catenin levels in the differentiation potential of
multilineage thymic precursors [41, 42]. During a reduced pe-
riod of time, we have induced canonical Wnt signaling artifi-
cially in a specific cell-differentiation stage, CD34CD1a– thy-
mic progenitors, transiently increasing the level of active
-catenin. This experimental strategy allows investigation of
the effects that canonical Wnt signaling could exert only on
early thymic progenitors, avoiding that the final result can be
masked by the diverse effects of Wnt signaling on distinct thy-
mocyte subsets, as could occur with a continuous treatment. In
addition, as thymic epithelium [43] and ST2 stromal cells [44]
respond to Wnt signaling, we perform the treatment of thymic
progenitors before their use in FTOC or cocultures to avoid
affecting the differentiation of thymic progenitors through
modifications in the stromal microenvironment.
Previous studies performed in mice have attempted to ana-
lyze the function of canonical Wnt signaling during T cell dif-
ferentiation, obtaining conflicting results. The genetic strate-
gies used in these studies, leading to sustained activation or
impairment of canonical Wnt signaling, produced distinct re-
sults depending on the target gene and the stage of thymocyte
differentiation that underwent the genetic modification [13,
14, 24, 45]. Therefore, activation of the canonical Wnt path-
way by overexpressing activated forms of -catenin led to dif-
ferent effects depending on the promoter that controlled ex-
pression of mutant -catenin [8–12, 26, 27]. Intriguingly, con-
ditional -catenin deletion under control of the lck promoter
impairs T cell development [45], and if this deletion occurs
earlier, in HSC, the thymus is not affected [46, 47]. On the
other hand, attenuation of Wnt signaling, by overexpression of
inhibitory molecules such Dkk1 [19] or Fzd soluble receptors
[21], produces a blockage of T cell development at the DN
differentiation stage, which becomes total in the case of Dkk1
overexpression. However, in these studies, the possible effects
Figure 6. (A) Cytokine receptor expression after transient
stimulation of canonical Wnt signaling in thymic
CD34CD1a– progenitors. After 12 h of culture in the ab-
sence (Control) or presence of Wnt3a or LiCl treatment,
CD34CD1a– progenitors were stained with anti-CD117,
anti-CD127, anti-CD135, and anti-CD122 and then ana-
lyzed by flow cytometry. Shadow histograms indicate back-
ground fluorescence. The percentage of positive cells, de-
termined according to background staining, and the total
mean fluorescence intensity are shown in each histogram.
Data are representative of four independent experiments.
(B) High doses of Flt3L failed to reverse the reduction of
the pDC population from cocultures of LiCl-pretreated
progenitors and ST2 cells. Cocultures of thymic
CD34CD1a– control or LiCl-pretreated progenitors and
ST2 cells were performed with different concentrations of
Flt3L (5 ng/ml or 50 ng/ml), as described in Materials
and Methods. Dot plots show the percentage of pDC
(CD123highHLA-DRlow) recovered from these cocultures,
where in the case of 5 ng/ml, the number of human cells
recovered from LiCl-pretreated cocultures was 80% of con-
trol cocultures, whereas in the case of 50 ng/ml, it was
60% of control. Data are representative of three indepen-
dent experiments. (C) Transient stabilization of -catenin
inhibits Flt3L-induced STAT5 phosphorylation (p-STAT5)
in CD34CD1a– cells. Control and Wnt3a- and LiCl-pre-
treated progenitors were cultured in the presence of 100
ng/ml Flt3L, and after 3 h, intracellular STAT5 tyrosine phosphorylation levels were analyzed by flow cytometry. Shadow histograms indicate back-
ground fluorescence. The percentage of positive cells, determined according to background staining, and the total mean fluorescence intensity
are shown in each histogram. Data are representative of three independent experiments.
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on thymic epithelium were not evaluated, and recently, it has
been reported that stabilization of -catenin, exclusively in thy-
mic epithelial cells, blocks thymocyte development [48]. Then,
so far, no work has studied the involvement of the canonical
Wnt pathway in modulating the differentiation potential of
thymic progenitors.
Several authors have also reported that manipulation of ca-
nonical Wnt signaling affects expansion and differentiation
potential of HSC. Artificial stimulation of the canonical Wnt
pathway can restrict differentiation of primitive HSC, maintain-
ing their engraftment potential [49], but sustained autocrine
Wnt3a signaling compromises hematopoiesis [50]. Constitu-
tively active -catenin causes a severe disruption of hematopoi-
esis [9, 10], leading to exhaustion of a long-term stem-cell
pool [10] and affecting myeloid progenitors, erythroid differ-
entiation, and development of common lymphoid progenitors
[9]. Accordingly, differentiation of B cells and pDC is blocked
completely when primitive HSC are cultured onto Wnt3a-ex-
pressing OP9 stromal cells, and cDC development is not com-
promised, but modifications on OP9 stromal cells could also
account for these effects [50].
Our results show that the thymic CD34CD1a– cell popula-
tion, which includes the most immature thymic progenitors
with the capacity to differentiate into T cells, NK cells, mono-
cytes, and DC, markedly increases the levels of active -catenin
upon treatment with LiCl or Wnt3a, demonstrating the activa-
tion of the canonical Wnt signaling route. These pretreated
progenitors were used in different experimental approaches to
study their differentiation potential and generated increased
numbers of NK cells, whereas by contrast, showed less capacity
to expand and differentiate toward monocyte and DC lineages,
observing the greatest effect on pDC differentiation. As the
activation of canonical Wnt signaling is previous to seed differ-
entiation cultures, in our system, the transient stabilization of
-catenin modifies intrinsic characteristics of the thymic pro-
genitors.
The mechanisms that control lineage output from CD34
thymic progenitors involve the integration of signals initiated
in response to cytokines and the activity of specific transcrip-
tion factors. In this scenario, the cytokine Flt3L is sufficient
and essential to support the commitment and differentiation
of hematopoietic precursors to DC lineage [36, 37], and our
results demonstrate that activation of canonical Wnt signaling
in CD34CD1a– progenitors markedly reduces the surface ex-
pression of receptors for this cytokine, which results in the in-
hibition of Flt3L-induced STAT5 phosphorylation. Therefore,
the capacity of thymic progenitors to proliferate or survive in
response to Flt3L, and in correlation, its potential to differen-
tiate into monocytes, cDC, and pDC would be compromised
after -catenin stabilization. Consequently, this effect could
account for the reduction observed in the number of cells
yielded from the monocyte-DC differentiation assays, despite
the increased viability of thymic progenitors. The reduction in
Flt3 expression could merely decrease the sensitivity of pro-
genitors to this signal, or in contrast, the reduced percentage
of Flt3 cells would be reflecting a modification in the compo-
Figure 7. Transient stabilization of -cate-
nin changes the CD34CD1a– transcrip-
tion factor profile. (A) Expression of dif-
ferent transcription factors in LiCl-pre-
treated progenitors, expressed relative to
control values (referred as 100%). Varia-
tions between samples were corrected by
normalizing against the expression of two
endogenous controls, GAPDH (hatched
bars) and GNB2L1 (black bars). (B)
Quantitative RT-PCR analysis of transcrip-
tional factor expression in CD34CD1a–
cultured for 6 h with IL-7, Flt3L, and SCF
after 12 h of pretreatment with LiCl.
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sition of the thymic progenitor subpopulation after activation
of canonical Wnt signaling. The increment in the percentage
of CD122-positive progenitors observed after Wnt3a and LiCl
pretreatment could agree with this possibility and with the en-
hancement of NK cell differentiation. Interestingly, we demon-
strate that this effect is not reverted by increasing Flt3L doses
and also show that the levels of various transcription factors
are modified after activation of the canonical Wnt pathway.
Among transcription factors whose expression changes after
giving a boost in canonical Wnt signaling, ID3, whose levels in
LiCl-treated progenitors double those found in control, non-
treated cells, stands out. ID3 is an inhibitor of the transcrip-
tional activity of E2A proteins, E12 and E47, involved in the
differentiation of many cell types. Enforced expression of ID3
by retrovirus-mediated gene transfer inhibits the development
of CD34CD1a– thymic progenitors into T cells and pDC and
enhances the production of NK cells [35, 51]. In agreement,
in our system, the transient activation of -catenin enhances
NK yields from human thymic progenitors and reduces the
production of pDC. However, although FTOC seeded with
LiCl-pretreated progenitors yield higher numbers of DN thy-
mocytes, we cannot affirm conclusively that T cell lineage is
affected. Nevertheless, the increment of ID3 levels generated
after retroviral transduction, besides being constitutive, could
be higher than that induced after transient Wnt signaling acti-
vation. In any case, the effect of canonical Wnt signaling in
thymic progenitors is not merely an increment in ID3 tran-
scripts. We also find an increment in the level of Hes-1 tran-
scripts. Previous reports have demonstrated that the canonical
Wnt pathway enhances Notch signaling, increasing the amount
of Notch1 intracellular domain, which triggers an increment
in Hes-1 transcription [52, 53]. In addition, Wnt signaling acti-
vation promotes the transcription of Notch1 [12] and its li-
gand Jagged1 [54], which in turn, would augment the subse-
quent Notch-dependent response. The increment in Nocth1
signaling could be one of the factors that causes the inhibition
of myeloid differentiation and the increment in the thymic
DN population observed after activation of -catenin [42].
Regarding NK cell development, cord-blood CD34 cells
cultured with low densities of Delta1ext–IgG fusion proteins,
which induce a small increase in Hes-1 expression [55], gener-
ate higher numbers of NK cells than progenitors cultured
without fusion proteins [53]. In contrast, elevated densities of
Delta1 [53] or sustained Notch1 activation after the intracellu-
lar portion of the Notch receptor 1 retroviral transduction
[42] result in blockage of NK cell differentiation. These results
indicate that the intensity of Notch signaling regulates NK lin-
eage commitment and differentiation and account for the exis-
tence of an optimal level of Notch signaling required for the
promotion of NK development. Accordingly, Wnt3a can in-
hibit NK cell differentiation by enhancing the level of Notch1
signaling to exceed a threshold that favors T cell development
[53]. The increment in Hes-1 levels observed in LiCl-treated
progenitors is quite low compared with that reported after cul-
turing CD34 progenitors with Delta1ext–IgG fusion proteins
[55]; then, we can assume that does not exceed the optimal
level for NK differentiation.
On the other hand, controversial results have been reported
regarding Notch1 signaling and pDC differentiation, mainly as
a result of differences in the origin of CD34 cell progenitors
used in these studies (cord blood vs. thymus) and the amount
of Notch1 ligand provided to CD34 progenitors. Thus,
Dontje et al. [56] demonstrated that CD34CD1a– thymic pro-
genitors cultured onto the OP9 stromal cell line expressing
human Delta-like 1 increase GATA-3 expression and down-
modulate Spi-B blocking pDC differentiation. In contrast,
Olivier et al. [57] showed that cord-blood CD34 progenitors
require Notch1 signaling to differentiate into pDC and are
blocked after -secretase inhibition, and their culture onto
OP9-DL1 cells increases pDC yields.
In conclusion, we show that transient stabilization of -cate-
nin alters the lineage output from CD34CD1a– thymic pro-
genitors, impairing their capacity to differentiate into mono-
cyte or DC lineages while promoting NK cell production. Mod-
ifications in factors that mediate CD34CD1a– expansion and
differentiation, such as the expression of Flt3 or Hes-1 and
ID3 transcription levels, account for those results.
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Introduction
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted growth fac-
tors, which form a subgroup of the TGFβ superfamily.1 More 
than 20 BMP family members have already been described. 
They have been classified into several subgroups according to 
their structural similarities, and also include BMP-like molecules 
from various species, including dpp protein from Drosophila 
melanogaster.2,3 BMPs are dimeric proteins which, upon dimeriza-
tion, are secreted and proteolitically cleaved. Once secreted, the 
BMP dimers initiate signaling by binding to a heterotetrameric 
complex constituted by transmembrane receptors, termed type 
I and type II, exhibiting serine/threonine kinase activity. The 
type II receptors are constitutively active kinases, which trans-
phosphorylate type I receptors upon ligand binding. The type 
I receptors activate intracellular substrates by phosphorylation, 
and thus determine the specificity of intracellular signals. The 
main BMP receptors are constituted by the combination of type 
II BMP receptor (BMPRII) and the following type I receptors: 
type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP recep-
tor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA Activin receptor (ActRIA)/
ALK-2.3-7 BMP signal transduction to the nucleus is mediated 
by Smad protein family. Specifically, Smad1, Smad5 and Smad8 
(also called BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are 
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phosphorylated and activated by type I BMP receptors. Once 
phosphorylated, BR-Smads bind to Smad-4 forming a hetero-
meric complex that translocates into the nucleus where it regu-
lates gene expression using different mechanisms.6-8
The Hedgehog (Hh) protein family is a group of secreted inter-
cellular signaling molecules which, in mammals, is composed by 
three proteins: Sonic (Shh), Indian (Ihh) and Desert Hh (Dhh), 
and Shh is the best studied.9,10 Hh proteins undergo extensive 
post-translational modifications before being secreted.11,12 Upon 
secretion, all Hh proteins share a common signaling pathway 
where Patched (Ptc) and Smoothened (Smo) constitute the sur-
face receptor complex. Ptc is the ligand binder, and Smo trans-
duces the signal into the cell. In the absence of ligand, Ptc exerts 
an inhibitory effect on Smo activity that is abrogated after Hh 
binding.9,13,14 The intracellular signaling cascade initiated by Smo 
culminates in the activation of members of the Gli family of zinc 
finger transcription factors, Gli1, Gli2 and Gli3, which regulate 
the transcription of different target genes.15
Although BMP and Hh signaling pathways are known to 
play critical roles in vertebrate and invertebrate embryogenesis, 
determining cell fate and patterning during the development 
of many organs,10,16-20 several studies have demonstrated that 
BMPs and Hh proteins also function in cell fate determination 
of self-renewing tissues in the adult, such as the hematopoietic 
Bone morphogenetic proteins (BMps) play a pivotal role during vertebrate embryogenesis and organogenesis, and have 
also been described to function in regulating cell fate and determination in self-renewing tissues in adults. Recent results 
have demonstrated that the different components of the BMp2/4 signaling pathway are expressed in the human thymus. In 
this study, we provide evidence that BMp4 and IL-7 interplay is important in the maintenance of the human thymic progeni-
tor population. Intrathymic CD34+ cells express BMp receptors (BMpRIA, BMpRIB, ActRIA, BMpRII), signal transduction 
molecules (Smad1, 5, 8 and 4), and produce BMp4. Neutralization of endogenous BMp4 by treatment with the antagonist 
Noggin reduces thymic precursor cell survival, and the addition of exogenous BMp4 decreases their proliferation. the 
treatment of chimeric human-mouse fetal thymus organ cultures with BMp4 inhibits cell expansion, arrests thymocyte 
differentiation, and leads to the accumulation of human CD34+ precursor cells. this effect is mainly attributed to the abil-
ity of BMp4 to counteract the IL-7-induced proliferation and differentiation of CD34+ cells. BMp4 downregulates in the 
precursor cell population the expression of CD127 and inhibits the IL-7-dependent StAt5 phosphorylation. In addition, 
BMp signaling is promoted by IL-7. our results also demonstrate that in thymic progenitors BMps act downstream of Sonic 
Hedgehog, previously described to function as a maintenance factor for human intrathymic CD34+ precursor cells.
required for intracellular signaling.45 Likewise, 
BMP4 treatment of chimeric human-mouse fetal 
thymus organ cultures (FTOC) results in reduced 
human cell recovery and inhibition of CD34+ pro-
genitor cell differentiation.45 In the current study 
we report that human intrathymic precursor cells 
express functional BMP receptors. The stimula-
tion of the BMP signaling pathway increases the 
survival, inhibits the proliferation and differentia-
tion induced by IL-7, and maintains the numbers 
of thymic CD34+ progenitors. We also show that 
BMP mediates Shh effects in thymic CD34+ pre-
cursor cells, indicating that the interplay between 
BMP and IL-7 signaling pathways is important for 
the maintenance of the intrathymic precursor cell 
population.
Results
BMP signaling pathway is functionally active in 
human thymic progenitor cells. We have previ-
ously reported that Shh may function as a mainte-
nance factor for the intrathymic CD34+ progenitor 
cell population, promoting their survival and inhib-
iting their IL-7-induced proliferation and differ-
entiation.44 Likewise, we have also shown that the 
stimulation of BMP2/4 signaling pathway results 
in an arrested human thymocyte differentiation 
and an accumulation of CD34+ progenitor cells.45 
To know whether BMP2/4 signaling could also 
function in the maintenance of intrathymic CD34+ 
precursor cells, we first demonstrated by RT-PCR that human 
intrathymic CD34+ cells expressed the three type I BMP recep-
tors, BMPRIA, BMPRIB and ActRIA, and the type II recep-
tor BMPRII (Fig. 1A). Likewise, CD34+ cells expressed specific 
RNAs for BR-SMADs, Smad1, Smad5 and Smad8, as well as 
for Smad4 (Fig. 1A). The flow cytometric analysis showed that 
35% (range 15–50%) of intrathymic CD34+ cells expressed 
BMPRIA, 31% (range 10–40%) expressed BMPRIB and 25% 
(range 15–45%) were positive for ActRIA (Fig. 1B). These data 
suggested that BMP signaling pathway is active in human thy-
mic progenitor cells, and this was confirmed studying the effect 
of BMP addition on Smad1 phosphorylation. Smad1 is a recep-
tor regulated Smad, directly phosphorylated and functionally 
activated by the BMP receptor upon BMP ligand binding.46 As 
shown in Figure 1C, the levels of phosphorylated Smad1 notably 
increased after culture of CD34+ cells with BMP4.
BMP4 enhances the survival of human intrathymic precur-
sor cells. We next evaluated the effects of BMP4 on cell survival 
of human intrathymic CD34+ cells. The addition of different 
doses of exogenous BMP4, ranging from 1 to 100 ng/ml, to pre-
cursor cell cultures always had minimal effects on the viability 
of CD34+ cells (Fig. 2). However, and since CD34+ precursors 
are able to produce BMP4 (Fig. 1A), the blockade of endogenous 
BMP activity using the BMP antagonist Noggin resulted in a 
marked decrease in CD34+ progenitor cell survival (Fig. 2).
and immune systems.21-24 Different BMPs, and also Shh, have 
been demonstrated to participate in the control of the expansion 
and differentiation of human hematopoietic precursor cells, in 
synergy with several cytokines.25-28 In the murine thymus, both 
BMPs29-32 and Hh proteins33-41 have been described to regulate 
proliferation, survival and differentiation during early T-cell 
development. In humans, the three components of the Hh fam-
ily are produced by thymic epithelial cells. Shh-producing epi-
thelial cells are localized in the subcapsular and medullary areas, 
and Ihh- and Dhh-expressing epithelial cells appear distributed 
throughout the thymic parenchyma.42 In addition, thymic den-
dritic cells residing in the medulla and corticomedullary junction 
also produce Shh.43 Surface expression of Ptc and Smo receptors 
is found mainly in immature thymocytes, thymic dendritic cells 
and also cortical and medullary epithelial cells,42,43 and Gli fam-
ily members are differentially expressed by the different thymic 
cell subsets.42 Shh enhances the survival of intrathymic CD34+ 
precursors and also inhibits their IL-7-mediated proliferation and 
differentiation by downregulating CD127/IL-7Rα expression 
and IL-7-dependent STAT5 phosphorylation, suggesting that 
Shh contributes to maintain the intrathymic progenitor cell pop-
ulation.44 Regarding BMPs, cortical epithelial cells are the main 
producers of BMP4 and BMP2 in the human thymus, and both 
thymocytes and thymic epithelium express the BMP receptors, 
BMPRIA, BMPRIB and BMPRII, as well as the BR-SMADs 
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Figure 1. Human thymic precursor cells express BMp signaling pathway components. 
(A) Rt-pCR analysis of the expression of different components of the BMp signaling 
pathway on isolated intrathymic CD34+ cells. Band sizes are indicated. H2o served as 
negative control. (B) Surface expression of type I BMp receptors on thymic CD34+ 
cells. the percentages of positive cells are shown in each histogram. Grey histograms 
indicate background staining. Results are representative of five to eight independent 
experiments. (C) The levels of phosphorylated SMAD1 were determined by flow cy-
tometry on thymic CD34+ cells cultured in the absence or presence of BMp4 for 12 h. 
The percentages of positive cells and their mean fluorescence intensities are indicated 
in the histograms. Grey histograms indicate background staining. Results are represen-
tative of two independent experiments.
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precursor cells. The addition of Noggin alone hardly had any 
effect on IL-7-induced proliferation of CD34+ cells, but when 
added in combination with Shh, Noggin had the ability to 
reverse the inhibition of CD34+ cell proliferation induced by Shh 
(Fig. 5A). Likewise, Noggin was able to counteract the downregu-
lation of IL-7Rα expression induced by Shh (Fig. 5B). Therefore, 
these results strongly suggest that BMP mediates Shh signaling in 
intrathymic CD34+ progenitor cells.
IL-7 promotes the BMP signaling pathway. Interestingly, 
and supporting the interplay between BMP and IL-7, we also 
found that the BMP signaling pathway is promoted by IL-7. As 
can be seen in Figure 5C, the expression of BMPRIA, BMPRIB 
and ActRIA were highly upregulated on CD34+ cells cultured 
in the presence of IL-7, and the production of BMP4 ligand by 
human thymic epithelial cells was notably increased in the pres-
ence of IL-7 (Fig. 5D).
Discussion
In this study we demonstrate that the BMP4 signaling pathway 
inhibits the proliferation and differentiation of human intrathy-
mic CD34+ precursor cells. BMP4 exerts these inhibitory effects 
counteracting the functions of IL-7, the main growth factor with 
prodifferentiative actions functioning in the human thymus.47-50 
These effects are mediated by the BMP4-induced downregulation 
of IL-7Rα expression and inhibition of IL-7-dependent STAT5 
phosphorylation in CD34+ precursors. Similarly, we reported 
previously that Shh regulates early human thymocyte differen-
tiation by counteracting the IL-7-induced development of CD34+ 
precursor cells.44 The similarity in the effects shown by BMP4 
and Shh is attributed to the fact that BMP4 acts as a downstream 
BMP4 inhibits IL-7-induced proliferation and differentia-
tion of thymic precursors and maintains the numbers of CD34+ 
cells. To investigate whether BMP4 signaling pathway is also able 
to influence the proliferative and differentiative effects induced 
by IL-7 on CD34+ cells, as previously demonstrated for Shh sig-
naling,44 suspension cultures of intrathymic CD34+ precursors 
were supplemented with BMP4 and/or IL-7. The addition of 
BMP4 induced a dose-dependent inhibition of cell proliferation, 
and with the highest dose (100 ng/ml) BMP4 treatment inhib-
ited the proliferative rate by 25–35% (Fig. 3A). In contrast, IL-7 
induced a strong proliferative response that, remarkably, under-
went a drastic reduction by the presence of BMP4 (Fig. 3A).
Using chimeric human-mouse FTOC, it was also evident 
that BMP4 was able to inhibit the IL-7-dependent expansion 
of human thymocytes (Fig. 3B). Likewise, BMP4 blocked the 
IL-7-induced stimulation of thymocyte differentiation (Fig. 3B), 
while maintaining the numbers of CD34+ progenitor cells, which 
were increased over the control values (Fig. 3B).
The levels of IL-7Rα/CD127 expression on BMP4-treated 
CD34+ cells were also analyzed and we found that CD127 
expression was highly downregulated in the presence of BMP4 
(Fig. 3C). In addition, this downregulation of IL-7R expression 
correlated with an inhibition of IL-7-induced STAT5 phospho-
rylation. Figure 3D shows that BMP-4 reduced the proportion 
of CD34+ cells which respond to IL-7 as assessed by STAT5 
phosphorylation.
All these results indicate that BMP4 signaling promotes cell 
survival and induces a loss of sensitivity to IL-7 in CD34+ precur-
sors, as we have also described for Shh.44
BMP mediates Shh effects in human intrathymic CD34+ 
precursor cells. Bhardwaj et al.25 reported that Shh modulates the 
cytokine-induced proliferation of human primitive hematopoi-
etic cells via BMP4 regulation. To know whether the similarity 
in the effects exhibited by BMP4 and Shh was due to the fact 
that the action of BMP4 is downstream of the effects of Shh in 
CD34+ intrathymic precursor cells, we analyzed the effects of 
Shh on BMP receptor expression. The addition of Shh to CD34+ 
cell cultures mainly upregulated the expression of BMPRIA 
(Fig. 4A), while the presence of BMP4 in the cultures induced 
a notable decrease of the proportion of CD34+ precursor cells 
expressing Smo, the signaling component of the Hh receptor 
(Fig. 4B). Likewise, the presence of Shh stimulated autocrine 
BMP4 secretion by CD34+ cells (Fig. 4C) and, supporting these 
data, increased levels of phosphorylated Smad1 were also detected 
by flow cytometry when CD34+ cells were treated with Shh, sim-
ilarly to those seen after BMP4 treatment (Fig. 4D).
It was also analyzed whether the anti-proliferative effects of 
Shh on CD34+ cells were BMP dependent, and for this purpose 
we used the BMP antagonist Noggin. Figure 4E shows that the 
addition of Noggin alone minimally affected the proliferation of 
CD34+ cells, in contrast to the inhibition of proliferation induced 
by Shh or BMP4. However, the presence of Noggin was able to 
reverse the inhibitory effects on CD34+ precursor cell prolifera-
tion induced by Shh (Fig. 4E).
We also studied the effects of the addition of the BMP antago-
nist Noggin in the IL-7-driven expansion of CD34+ intrathymic 
Figure 2. endogenous BMp enhances the survival of human intrathy-
mic CD34+ cells. Determination of intrathymic CD34+ cell viability after 
culture for 48 h in serum-free medium alone or supplemented with 
different doses of either BMp4 or the BMp antagonist Noggin (number 
of input cells, 105). the percentages of viable cells were determined by 
staining with annexin V and propidium iodide. Viable cells were defined 
as annexin V negative and propidium iodide negative. Data represent the 
mean ± SD of three to four independent experiments, including three 
cultures per point (*p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; by t-test).
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Shh not only inhibits the expansion and differentiation of human 
thymocytes but also maintains increased numbers of CD34+ pre-
cursor cells and promotes their survival. These data were inter-
preted as evidence that Shh would function as a maintenance 
factor for intrathymic progenitors. Very similar results have been 
obtained here after BMP4 addition, and since BMP is mediat-
ing Shh effects, these results point out that the role played by 
BMP signaling in the maintenance of the intrathymic progeni-
tor cell population must be more relevant than that played by 
Shh signaling. On this regard, several authors have described 
that BMP4 signal is required for self-renewal of embryonic 
stem cells,57,58 and for maintenance of germline stem cells in the 
Drosophila ovary.58 Abrogation of BMP signaling results in loss 
of quiescence and deregulated proliferation in hair follicle stem 
cells59,60 and the culture of hematopoietic stem cells with BMP4 
mediator of the inhibitory effects of Shh on CD34+ intrathy-
mic precursor cells. Several evidences demonstrate this relation-
ship between BMP4 and Shh signaling: Shh upregulates BMPR 
expression and induces autocrine BMP secretion on CD34+ cells, 
and the presence of the BMP antagonist Noggin is able to reverse 
the inhibition of CD34+ cell proliferation induced by Shh, both in 
the absence or presence of IL-7. In addition, Noggin also reverses 
the Shh-induced downregulation of IL7Rα expression. Shh and 
BMP4 frequently interact and regulate, both positive and nega-
tively, one another’s expression or function, therefore establishing 
complex relationships. As we report here, different reports have 
also described that BMP mediates Shh activity in many systems 
during organogenesis51-54 as well as in adult life.25,55,56
In our previous work44 we demonstrated, using the chimeric 
human-mouse FTOC system, that the addition of exogenous 
Figure 3. BMp4 inhibits the IL-7-mediated development of human thymic progenitor cells. (A) Determination of CD34+ precursor cell proliferation 
after culture for 48 h in serum-free medium alone or supplemented with different doses of BMp4, IL-7, or a combination of BMp4 plus IL-7. Cells were 
pulsed for 12 h with BrdU, and a specific kit was used to measure BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Results are the mean ± SD of 
three to four independent experiments, each with three cultures per point (***p ≤ 0.001; by t-test). (B) SCID fetal thymic lobes were seeded with hu-
man thymic CD34+ precursor cells and organ-cultured for 10 days in the absence or presence of BMp4, IL-7 or BMp4 plus IL-7. Cells from the cultures 
were stained with anti-human CD45, CD4 and CD8, or anti-human CD45 and CD34. the numbers of human cells were calculated by multiplying the 
total number of cells per lobe by the percentage of human CD45+ cells determined by flow cytometry analysis. The proportions of human CD34+ pre-
cursors, immature CD4+ cells and CD4+ CD8+ thymocytes were analyzed and used to calculate the absolute number of each cell subset. the number 
of human cells recovered in each experiment was divided by the mean number of human cells recovered from the control cultures, to give the relative 
cell number of each human thymocyte subpopulation from four individual experiments. Asterisks represent statistically significant differences between 
control and treated cultures (*p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0,001; by t-test). the differences in mean between IL-7- and IL-7 + BMp4-treated cultures 
are also significant (p ≤ 0.01). (C) the expression of CD127/IL-7R was analyzed on CD34+ cells cultured with or without BMp4 for 48 h. percentages of 
positive cells are indicated in each histogram. open histograms indicate background staining. Results are representative of three independent experi-
ments. (D) thymic CD34+ cells were cultured for 48 h in serum-free medium alone or supplemented with BMp4. For the last 12 h, IL-7 was added to 
the cultures, and CD34+ cells were then assessed for intracellular StAt5 phosphorylation. the results are representative of three separate experi-
ments.
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RT-PCR analysis. RNA isolation was performed using 
a Strataprep Total RNA Miniprep Kit (Stratagene Cloning 
Systems; La Jolla, CA), including a Dnase I digestion step, as 
recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contami-
nation. Total cDNA was synthesized with Superscript II RT 
polymerase (Invitrogen, Grand island, NY), according to the 
instructions of the commercial supplier, and then used as target 
in the PCR amplifications, which were performed using specific 
primer sets described previously,45 as well as the following primer 
sets: ActRIA forward primer 3'-GGT TCC CAA TGA CCC 
AAG TTT-5', reverse primer 5'-CGA GCG AGG TTA GGG 
inhibits their proliferation and maintain their repopulation 
capacity.25,26 Also, in the murine thymus, BMP4 arrests thy-
mocyte differentiation at the earliest intrathymic precursor 
stage (CD44+CD25-CD4-CD8- cells),30,31 and inhibits their 
proliferation while enhancing their survival.30
The relevance of the BMP regulation of IL-7-dependent pro-
liferative and differentiative effects is further emphasized by the 
fact that IL-7 is also able to promote BMP signaling pathway. 
IL-7 induces the expression of BMP receptors on CD34+ cells 
and also enhances the secretion of BMP4 by thymic epithelial 
cells, showing that IL-7 stimulates the expansion and differen-
tiation of intrathymic precursors but also induces the BMP4 sig-
naling pathway which functions as a negative feedback control 
mechanism. Although the interplay between IL-7 and BMP is a 
novel finding and, to our knowledge, has not been described in 
another cell system previously, the interrelation between cytok-
ines and BMPs has been widely described.25,26,28,61 In addition, 
different authors have reported a cytokine-mediated regula-
tion of BMP and BMP receptor expression. BMP-4 expression 
is highly upregulated after short-term culture of human cord 
blood CD34+ CD38- precursor cells with a cytokine cocktail 
(including IL-3, IL-6, Flt-3 ligand, SCF and G-CSF) which 
induces the survival and proliferation of hematopoietic pro-
genitor cells.25 The combination of IFNγ, IL-17, TNFα and 
TGFβ strongly induces the production of BMP-2 by human 
mesenchymal stem cells,62 and IL-1β and TNFα stimulate the 
expression of BMP-2 in human chondrocytes.63 Likewise, IL-6 
and TNFα regulate BMP receptor expression in human chon-
drocytes and bone cells, respectively.64,65
Therefore, all these data provide evidence for the factors 
which regulate the population of progenitor cells in the human 
thymus and indicate that the balance between signals delivered 
by BMP and IL-7 pathways would be involved in the control of 
the maintenance of intrathymic precursors in an undifferenti-
ated state as well as their expansion and differentiation along 
the T-cell lineage pathway.
Materials and Methods
Isolation of human intrathymic CD34+ cells. Human thymus 
samples from patients aged 1 month to 5 years undergoing cor-
rective cardiac surgery were obtained and used according to 
the guidelines of the Medical Ethics Commission of Madrid-
Montepríncipe and 12 de Octubre Hospitals (Madrid, Spain). 
Informed consent was provided according to the Declaration of 
Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding connective 
tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until 
completely disaggregated. To isolate thymic CD34+ precursors, 
thymocyte suspensions were enriched in immature thymocytes 
by using the sheep red blood cell rosseting technique followed 
by mAb-coupled magnetic bead treatment (Dynabeads; Dynal, 
Oslo, Norway) to deplete monocytes, T, B and NK cells as previ-
ously described.44 CD34+ cells were then purified by magnetic 
sorting using a CD34 Progenitor Cell Selection System (Dynal) 
following the manufacturer’s instructions. In any case, the purity 
of the recovered subpopulations was greater than 98%.
Figure 4. BMp mediates Shh effects on thymic CD34+ precursors. Intra-
thymic precursor cells were cultured for 48 h in the absence or presence 
of either Shh (A) or BMp4 (B), and the expression of BMpRIA, BMpRIB, 
ActRIA (A) and Smoothened (B) was determined by flow cytometry. Per-
centages of positive cells are indicated in each histogram. open histograms 
indicate background staining. Results are representative of three indepen-
dent experiments. (C) Purified CD34+ cells were cultured in the presence 
or absence of Shh for 12 h, and the levels of BMp4 were determined in the 
supernatants by eLISA. Data represent the mean ± SD of two independent 
experiments (**p ≤ 0.01; by t-test). (D) phosphorylated SMAD1 levels 
were determined by flow cytometry on thymic CD34+ precursors cultured 
in the absence (thick line) or presence of either Shh (grey profile) or BMP4 
(white profile) for 12 h. The mean fluorescence intensities are indicated in 
the histograms. (e) CD34+ precursor cells were cultured for 48 h with or 
without BMp4, Noggin, Shh or Shh plus Noggin. Cells were pulsed for 12 h 
with BrdU, and a specific kit was used to measure BrdU incorporation into 
newly synthesized DNA. Data represent the mean ± SD of three indepen-
dent experiments, expressed relative to the mean of the control cultures 
(**p ≤ 0.01; by t-test).
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Biosystems; Foster City, CA) under the following 
conditions: 3 min at 94°C, 40 cycles of 45 sec at 
94°C, 45 sec of each particular T annealing and, 
45 sec at 72°C, followed by 10 min at 72°C. PCR 
products were resolved on a 2% agarose gel and 
the measured sizes were as expected.
Culture of thymic CD34+ precursors. Purified 
thymic CD34+ precursors (1 x 105) were cultured 
in 96-well flat-bottom culture plates in 0.2 ml of 
AIMV serum-free medium (Invitrogen) in the pres-
ence of recombinant human (rh) IL-7 (1,000 U/ml; 
National Institute for Biological Standards and 
Control, Hertfordshire, UK), rhBMP-4 (100 ng/
ml; R&D Systems, Minneapolis, MN), rhNoggin 
(500 ng/ml; Fitzgerald Industries International, 
Concord, MA), or modified rhShh (100 ng/ml; 
kindly provided by Curis, Cambridge, MA). This 
Shh protein was octylated for high activity. In 
vitro modification of N-Shh (aa 25–199), with 
a lipofilic group on the N-terminal cysteine, sig-
nificantly increases the specific activity (>30-fold) 
of Escherichia coli-derived N-Shh as measured by 
activation of Hh signal transduction in cultured 
cells. Octyl N-Shh is a hydrophobically modified 
version of the Shh signaling protein generated by 
coupling N-octyl-malemide to the N-terminal 
cysteine of bacterially derived N-Shh. This modi-
fication represents a simple and efficient way to 
generate high, specific-activity Shh protein from 
bacterially expressed Shh.66
After 48 h in culture at 37°C in a 5% CO
2
-
in-air incubator, CD34+ cells were harvested and 
processed for proliferative assays, viability analy-
sis, and flow cytometry stainings.
Proliferation assays. Cultures were pulsed 
for 12 h with 10 µM 5-bromo-2'-deoxyuridine 
(BrdU). A specific kit from Roche Diagnostics 
(Barcelona, Spain), BrdU Labeling and Detection 
Kit III, was used to measure BrdU incorporation 
into newly synthesized DNA. Briefly, the label-
ing medium was removed, and cells were dried (2 
h at 60°C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for 
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min 
at 37°C), and then incubated with peroxidase-
conjugated Fab fragments of mouse anti-BrdU 
(30 min at 37°C). The peroxidase reaction was 
developed with ABTS substrate, and the sample 
absorbance was measured using an ELISA reader 
(ELX800MB, Bio-Teck Instruments, VT) at 405 
nm with a reference wavelength at 492 nm.
Apoptosis assays. CD34+ cells were washed 
twice with PBS containing 1% FCS and then stained with Annexin 
V-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA) according to the sup-
plier’s instructions. Cells were analyzed on a FACSCalibur flow 
cytometer (BD Biosciences; Centro de Microscopía y Citometría, 
Complutense University, Madrid, Spain) and gated according to 
TGG TT-3' at 60° with a 416 bp product; primers designed from 
sequences available from the GenBank database (accession num-
ber ActRIA, NM_001105). All PCR reactions were performed 
on a Mastercycler gradient machine (Eppendorf; Hamburg, 
Germany) using AmpliTaqGold DNA polymerase (Applied 
Figure 5. BMp and IL-7 interplay in thymic CD34+ cells. (A) CD34+ precursor cells 
were cultured for 48 h with or without IL-7, Noggin, Shh or combinations of IL-7, Shh 
and Noggin. Cells were pulsed for 12 h with BrdU, and a specific kit was used to measure 
BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Data represent the mean ± SD of 
three independent experiments, expressed relative to the mean of the control cultures 
(**p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; by t-test). (B) CD127/IL-7R expression was analyzed on CD34+ 
precursor cells cultured in the absence or presence of either Shh or Shh plus Noggin 
for 48 h. percentages of positive cells are indicated in each histogram. open histograms 
indicate background staining. Results are representative of three independent experi-
ments. (C) Intrathymic CD34+ cells were cultured with or without IL-7 for 48 h and the 
expression of BMpRIA, BMpRIB and ActRIA was analyzed. the percentages of positive 
cells are indicated in the histograms. open histograms indicate background staining. 
Results are representative of four independent experiments. (D) thymic epithelial cells 
were cultured in the absence or presence of IL-7 and, after 48 h, the levels of BMp4 were 
measured in the supernatants by eLISA. Results from three independent experiments are 
shown. Data represent the mean ± SD from cultures performed in triplicate.
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anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West 
Grove, PA). Two-, three- and four-color immunofluorescence 
stainings were performed by incubating the cells in PBS con-
taining 1% FCS and 0.1% NaN
3
 in the presence of saturating 
amounts of fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min at 
4°C. For the intracellular stainings of phosphorylated STAT5 
and phosphorylated Smad1, and according to the manufacturer’s 
instructions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm solution 
(BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with Perm/Wash 
buffer (BD Biosciences), and stained with Alexa-Fluor 488-con-
jugated anti-human phospho-STAT5 (Tyr694) (BD Biosciences) 
or anti-human phospho-Smad1 (Ser463/Ser465) (Santa Cruz 
Biotechnology) followed by fluorochrome-conjugated, multi-
adsorbed F(ab’)
2
 fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories), all diluted in Perm/Wash buf-
fer. Analyses were conducted in a FACSCalibur flow cytometer 
(Centro de Microscopía y Citometría, Complutense University 
of Madrid).
Statistical analysis. A Student’s t test using a two-tailed p 
value was used to test the significance of differences between 
treatments. Values of p ≤ 0.05 (*), p ≤ 0.01 (**) and p ≤ 0.001 
(***) were considered to be statistically significant.
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forward scatter, side scatter and their ability to exclude propid-
ium iodide. Apoptotic cells were considered to be those that were 
Annexin V positive and propidium iodide negative.
Chimeric human-mouse fetal thymic organ cultures 
(FTOC). CB-17 SCID mice were purchased from Harlan Iberica 
(Barcelona, Spain) and maintained in our own pathogen-free 
breeding facility. Fetal mice were obtained by timed mating and 
the day of finding a vaginal plug was designated day 0 of preg-
nancy. Thymic lobes derived from 15-day-old embryos of SCID 
mice were seeded with human CD34+ thymic progenitors (1–2 x 
104 cells/lobe) using the hanging drop method for 48 hours, fol-
lowed by culture of the recolonized lobes in FTOC as described 
previously.67 Cultures were supplemented with rhBMP4 (100 ng/
ml) and/or rhIL-7 (1,000 U/ml) throughout the culture period. 
Medium was replaced every week.
ELISA assays for BMP4 production. CD34+ cells were isolated 
and cultured in AIMV medium with or without rhShh for 12 h. 
Human thymic epithelial cells were isolated from thymus samples 
as previously described,44 and cultured in RPMI 1640 supple-
mented with 5% FCS (Invitrogen) in the presence or absence of 
IL-7 for 2 days. Culture supernatants were collected and BMP4 
levels were measured using an ELISA kit from R&D Systems.
Flow cytometry. The following mAb conjugated with FITC, 
PE, Cychrome or APC were used for flow cytometric analy-
sis: CD4 (SK3), CD8 (SK1), CD34 (8G12 and Qbend/10), 
CD45 (HI30), and CD127 (R34.34 and HIL7R-M21) from 
BD Biosciences, Beckman Coulter (Marseille, France) and 
Chemicon (Temecula, CA). The extracellular domains of BMP 
and Hh receptors were detected with PE-conjugated anti-BM-
PRIA (E-16), anti-BMPRIB (N-17), anti-Smo (N-19) antibodies 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), FITC-conjugated 
anti-BMPRIA antibodies (R&D Systems), and unconjugated 
anti-ActRIA antibodies (R&D Systems), followed by fluoro-
chrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)
2
 fragments of donkey 
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a b s t r a c t
CXCL12, a member of the chemokine CXC subfamily, and its physiologic receptor CXCR4 are essential
for the development of various organs during embryonic development and are also involved in the
control of cell survival, proliferation and migration in adult tissues. In the human thymus, CXCL12 is
produced by epithelial cells located in the subcapsular and medullary regions and CXCR4 is expressed
in different thymocyte subpopulations. Several results have demonstrated that CXCL12/CXCR4 signaling
participates in different intrathymic processes including the control of human precursor cell survival and
proliferation, and the exit of mature thymocytes to the periphery. In this study, we show that CXCL12hymic dendritic cells
XCL12
urvival
is also produced by human thymic dendritic cells (DCs), most of which express CXCR4 receptor. The
addition of exogenous CXCL12 significantly inhibited the serum depletion-induced apoptosis in thymic
DCs, and the treatment with neutralizing antibodies against CXCL12 or CXCR4 decreased their survival.
The survival-promoting effect of CXCL12 was mediated by the up-regulation of Bcl-2 protein expression
and the concomitant down-regulation of Bax protein expression. The higher viability of thymic DCs also
enhanced their allostimulatory capacity. Taken together, the results suggest a new function of CXCL12 in
the human thymus controlling the survival and functionality of thymic DCs.
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c. Introduction
CXCL12 (stromal cell-derived factor1/SDF-1) is aCXCchemokine
onstitutively expressed by most tissues, in contrast to the
ajority of the other chemokines that are usually induced by pro-
nflammatory cytokines [1,2]. Two isoforms, SDF-1 and SDF-1,
re generated from the CXCL12/SDF-1 gene by alternative splic-
ng, and SDF-1 represents the predominant isoform [3,4]. CXCL12
as initially identified as a pre-B cell growth factor and was later
emonstrated to play critical roles in organogenesis aswell as hom-
ng/mobilization, survival, proliferation and activation of different
ypes of normal and malignant cells [1,5–10]. CXCR4, the receptor
or CXCL12, is a G-protein-coupled 7-transmembrane receptor that
lso functions as a coreceptor for the entry of T-tropic strains of
uman immunodeficiency virus 1 into CD4+ cells [11–13].
Accumulating evidence suggests that CXCL12 and its receptor
XCR4 may play an important role in intrathymic T-cell differ-
ntiation in both humans and mice: CXCL12 mRNA and protein
∗ Corresponding author. Tel.: +34 91 3947166; fax: +34 91 3941396.
E-mail address: avicente@bio.ucm.es (A. Vicente).
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re abundantly expressed in fetal and adult thymus [14–19];
XCR4 is highly expressed on intrathymic progenitor cells and to
lesser extent on immature CD4+ CD8− and CD4+ CD8+ thymo-
ytes [15–17,20]; CXCL12 functions as a chemotactic factor to direct
he migration of early thymic precursor cells from the cortico-
edullary border to the cortex [16], as well as the movement of
mmature CD4+ CD8+ through the thymic cortical area [21], and
lso functions as a fugetactic factor to regulate mature thymo-
yte emigration to periphery [22,23]; CXCL12/CXCR4 signaling is
equired for the survival of human CD34+ intrathymic precursor
ells and partially mediates the effects of IL-7 on the expansion
nd differentiation of human early thymocytes [15]; the blockade
f CXCL12/CXCR4 signaling pathway, using different mutant and
himeric mice, results in reduced numbers of thymocytes and an
rrest in thymocyte maturation [16,24–26]. However, nothing has
een reported about a possible role for CXCL12/CXCR4 signaling in
he function of thymic dendritic cells (DCs). Thymic DCs are pro-
essional antigen-presenting cells that are mostly located in the
ortico-medullary border and themedulla [27,28]. Theirmain func-
ion is to present self-antigens and induce negative selection of
otential auto-reactive T-cell clones [29,30].We report in this study
hat thymic DCs express CXCR4 and produce CXCL12. In addition,
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e show that CXCL12 promotes the survival of thymic DCs regulat-
ng the balance between the anti-apoptotic protein Bcl-2 and the
ro-apoptotic protein Bax.
. Materials and methods
.1. Isolation of human thymic dendritic cells
Thymus samples from 1-month to 5-year-old children (n=20)
ndergoing corrective cardiac surgery were obtained and used
ccording to the guidelines of the Medical Ethics Commission
f Madrid-Monte Príncipe and 12 de Octubre Hospitals (Madrid,
pain). Informed consent was provided according to the Decla-
ation of Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding
onnective tissue and then gently disrupted with a potter homoge-
izer until completely disaggregated. Thymic cell suspensionswere
rstly depleted of CD2+ thymocytes by using the sheep red blood
ell rosseting technique [31], and the recovered cells were then
epleted of T, B, myeloid and NK cells and thymic progenitors
y treatment with anti-CD3, anti-CD7, anti-CD19, anti-CD14, anti-
D34 and anti-CD56 (all from BD Biosciences, San Jose, CA) bound
o sheep anti-mouse Ig-coated magnetic beads (Dynal, Oslo, Nor-
ay), as previously described [32]. The purity of the recovered DCs
as greater than 95%.
.2. Histology and immunofluorescence
As previously described [15,33], thymic cryosections (7m
hick) were air-dried for 2h at room temperature and fixed in ace-
one for 10min, and cytospin preparations of thymic DCs were
xed in acetone for 5min at −20 ◦C. Nonspecific binding of anti-
odies was blocked by incubation with diluted donkey serum
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and avidin-biotin (Vec-
or Laboratories, Burlingame, CA). Sections and cytospins were
hen sequentially incubated with anti-human CXCL12/SDF-1
ntibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN), biotinylated don-
ey anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
rove, PA), Texas red-conjugated streptavidin (Amersham Bio-
ciences, Buckinghamshire, United Kingdom), and anti-human
edullary/subcapsular thymic epithelial cells (TE-4; kindly pro-
ided by Dr. B.F. Haynes, Duke University, Medical Center, Durham,
C) in the case of thymic cryosections, or anti-human HLA-DR (BD
iosciences, San José, CA) in the case of cytospins, followed by
ITC-conjugated human adsorbed F(ab′)2 fragments of rabbit anti-
ouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Slides were
ounted in Vectashield (Vector Laboratories) and then examined
sing a Zeiss Axioplan-2 microscope (Centro de Microscopía y Cit-
metría, Complutense University of Madrid).
.3. RT-PCR analysis
RNA isolation was performed using a Strataprep Total RNA
iniprep Kit (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA), includ-
ng a Dnase I digestion step, as recommended by the supplier, to
void genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized
ith Superscript II RT polymerase (Invitrogen, Grand Island, NY),
ccording to the instructions of the commercial supplier, and then
sed as target in the PCR amplifications. Amplifications were per-
ormed using specific primer sets previously described [34]. All
CR reactions were performed on a Mastercycler gradient machine
Eppendorf, Hamburg, Germany) using AmpliTaqGold DNA poly-
erase (Applied Biosystems, Foster City, CA) under the following
onditions: 3min at 94 ◦C, 40 cycles of 45 s at 94 ◦C, 45 s of each par-
icular T annealing and, 45 s at 72 ◦C, followed by 10min at 72 ◦C.
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CR products were resolved on a 2% agarose gel and the measured
izes were as expected.
.4. Culture of isolated thymic DCs
Purified thymic DCs (1×105) were cultured in 96-well flat-
ottom culture plates in 0.2ml of AIMV serum-free medium
Invitrogen) in the absence or presence of recombinant human
XCL12/SDF-1 (2.5–10ng/ml), neutralizing mouse anti-human
XCR4 antibodies (10g/ml), neutralizing goat anti-human
XCL12/SDF-1 antibodies (10g/ml) or recombinant human
D40 ligand (CD40L; 10g/ml) (all from R&D Systems, Minneapo-
is,MN). After different periods of culture at 37 ◦C in a 5% CO2-in-air
ncubator, cellswere harvested, counted and processed for viability
nalysis and flow cytometry stainings.
.5. Flow cytometry
The following mAbs conjugated with FITC, PE or Cychrome were
sed for flow cytometric analysis: CD40 (5C3), CD80 (BB1), CD86
2331), CD184/CXCR4 (12G5),HLA-DR (G46-6) fromBDBiosciences,
nd CD54 (15.2) from Southern Biotechnology Associates (Birm-
ngham, AL). Immunofluorescence stainings were performed by
ncubating the cells in PBS containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in
he presence of saturating amounts of fluorochrome-conjugated
bs for 30min at 4 ◦C. For the intracellular stainings, and accord-
ng to the manufacturer’s instructions, cells were treated with
ytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20min at 4 ◦C,
ashed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained
ith PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (BD Biosciences), anti-
uman Bcl-XL mAb, anti-human Bim mAb (both from Chemicon,
emecula, CA), anti-human Bax Ab (BD Biosciences) and anti-
uman CXCL12/SDF-1 Ab (R&D Systems), followed by FITC- or
E-conjugated multi-adsorbed F(ab′)2 fragments of donkey anti-
ouse, anti-rat, anti-rabbit or anti-goat IgG, respectively, all of
hem diluted in Perm/Wash buffer. Cell viability was estimated
y propidium iodide staining. Analyses were conducted in a FAC-
Calibur flow cytometer (BD Biosciences) and a three laser BD LSR
ow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Microscopía y
itometría, Complutense University of Madrid.
.6. MLR assays
Thymic DCs were used at different numbers as stimulators for
esting allogeneic T cells (2×105) isolated from peripheral blood.
he cultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates,
sing 0.2ml of AIMV supplemented with 2% human serum. After
days at 37 ◦C in a 5% CO2-in-air incubator, the cultures were
ulsed for12hwith10M5-bromo-2′-deoxyuridine (BrdU). A spe-
ific kit from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain), BrdU Labeling
nd Detection Kit III, was used to measure BrdU incorporation into
ewly synthesizedDNA. Briefly, the labelingmediumwas removed,
nd cells were dried (2h at 60 ◦C), fixed in ethanol in HCl (0.5M) for
0min at −20 ◦C, treatedwith nucleases (30min at 37 ◦C), and then
ncubated with peroxidase-conjugated Fab fragments of mouse
nti-BrdU (30min at 37 ◦C). The peroxidase reactionwas developed
ith ABTS substrate, and the sample absorbance was measured
sing an ELISA reader (ELX800MB, Bio-Teck Instruments, VT) at
05nm with a reference wavelength at 492nm..7. DC–T cell conjugates
Control and CXCL12 pre-treated DCs were cultured for 24 and
8h in the absence of rhCXCL12, stained with CFSE (Invitrogen)
nd mixed with allogeneic T cells previously stained with PKH26
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Fig. 1. Expression of CXCL12 in the human thymus. Frozen sections of human thy-
mus were double stained with anti-CXCL12/SDF-1 antibodies (red fluorescence;
A and B) in combination with anti-TE-4 antibodies recognizing human subcapsular
andmedullary thymic epithelial cells (greenfluorescence; B). In the thymicmedulla,
CXCL12 expression is detected in both TE-4-positive epithelial cells (yellow cells)
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Fig. 2. Expression of CXCL12 and CXCR4 in human thymic dendritic cells. (A) RT-PCR
analysis of the expression of CXCL12 on total thymus and purified thymic DCs. Band
size is indicated. H2O served as negative control. (B) Histograms show the cyto-
plasmic expression of CXCL12 protein as well as the surface expression of CXCR4
on thymic DCs. The percentages of positive cells are indicated in each histogram.
Background fluorescence values were set by the use of isotype-matched irrelevant
mAbs. (C) Human thymic DCs were isolated, cytospun onto slides and stained with
anti-CXCL12/SDF-1 and HLA-DR antibodies. Micrographs demonstrate the cyto-
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expression of CXCR4was also analyzed by flow cytometry, showing
that a high proportion (≈70%) of thymicDCs expressed the receptor
for CXCL12 (Fig. 2B).
Fig. 3. CXCL12 enhances the survival of human thymic dendritic cells. Deter-nd TE-4-negative cells (arrows) exhibiting a dendritic cell morphology (B). Origi-
al magnifications: 50× (A); 250× (B); SC, subcapsular area; C: cortex; M: medulla;
C: Hassall’s corpuscle. (For interpretation of the references to colour in this figure
egend, the reader is referred to the web version of this article.)
Sigma Espan˜a, Spain). DCs and T cells were mixed at a ratio of 1:5,
pun at 500 rpm for 5min to facilitate cell–cell contact and cultured
or 30min at 37 ◦C. Next, weak conjugates were dislodged by mild
ortexing and the proportion of DC/T cell conjugates was analyzed
y flow cytometry.
. Results
.1. Expression of CXCL12 and its receptor CXCR4 in human
hymic dendritic cells
Previous reports have described in the human thymus that
XCL12 expression is restricted to the thymic subcapsula and
edulla [15,19], and that CXCL12-expressing cells mainly cor-
espond to thymic epithelial cells, as demonstrated by double
mmunofluorescence stainings using specific cell markers for sub-
apsular andmedullary thymic epithelial cells [15]. However, in the
hymic medullary regions it also appeared scattered cells with a
endritic morphology that strongly expressed CXCL12 protein and
id not reactwith anti-thymic epithelial cellmAbs (Fig. 1). To inves-
igate whether those cells corresponded to thymic DCs expressing
XCL12, this thymic cell population was isolated and the expres-
ion of RNAs encoding CXCL12 was assessed by RT-PCR. As shown
n Fig. 2A, specific transcripts for CXCL12 were detected in purified
hymicDCs confirming their capacity to produce CXCL12. The intra-
m
s
a
c
i
tlasmic expression of CXCL12 in thymic DCs identified by their morphology and
LA-DR expression. Results shown are representative of three to nine independent
xperiments.
ytoplasmic expression of CXCL12 protein was further analyzed by
ow cytometry (Fig. 2B) and by immunofluorescence on cytospin
reparations (Fig. 2C), demonstrating in both cases that the pro-
ortion of SDF-producing DCs was about 30–50%. The cell surfaceination of thymic DC viability after culture in serum-free medium alone or
upplemented with either different doses of rhCXCL12 or neutralizing antibodies
gainst CXCR4 receptor (10g/ml) or CXCL12 protein (10g/ml). Number of input
ells, 105. After 24h, cells were recovered, counted, and stained with propidium
odide. Data represent the mean (±S.D.) of five independent experiments, including
hree cultures per point (*P≤0.05, by t-test).
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Fig. 4. CXCL12 is adendritic cell survival factor. ThymicDCswere cultured for several
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In the present study we show that in the human thymus, apart
F
u
tays in the absence or presence of rhCXCL12 (10ng/ml) or CD40L (10g/ml). Cell
iability was assessed daily by propidium iodide staining. Data represent the mean
±S.D.) of three to five independent experiments.
.2. CXCL12 enhances the survival of human thymic DCs
To determine the functional relevance of CXCL12/CXCR4 signal-
ng in human thymic DCs, experiments were performed in which
hymic DCs were cultured for 24h in serum-free medium with
ifferent doses of rhCXCL12, and cellular viability was evaluated.
he presence of rhCXCL12 increased the recovery of thymic DCs
n a dose-responsive manner, with a maximal effect at a concen-
ration of 10ng/ml which induced a twofold increase in viability
Fig. 3). On the contrary, the addition of neutralizing antibodies
gainst human CXCR4 receptor or human CXCL12 protein induced
oderate decrease in the cell recovery from DC cultures (Fig. 3).
Thymic DCs were next cultured in the presence of the highest
ose of rhCXCL12 for several periods of time. Fig. 4 shows that the
iability of thymic DCs cultured in the absence of rhCXCL12 dimin-
shed progressively, and by day 3 a high proportion of DCs were
ead. In contrast, the addition of rhCXCL12 significantly inhibited
C apoptosis during the whole culture period, being the highest
ffect detected on day 3 (Fig. 4). Remarkably, the SDF-dependent
nti-apoptotic effectswere comparable to those induced by the lig-
f
D
e
i
ig. 5. CXCL12 regulates the Bcl-2/Bax ratio in human thymic dendritic cells. The expres
ntreated and SDF-treated thymic DCs. Dashed lines represent background staining. The p
he histograms. Data are representative results from three independent experiments.ogy Letters 120 (2008) 72–78 75
tion of CD40, a potent survival stimulus for dendritic cells (Fig. 4)
35–39].
To gain insight into themolecularmechanismsbywhichCXCL12
nhibits the serum depletion-induced apoptosis in thymic DCs, we
xamined in untreated and SDF-treated thymic DC suspensions the
xpression of different Bcl-2 family proteins, known to control DC
urvival [36,40–42]. Thepresenceof rhCXCL12 induceda significant
p-regulation of Bcl-2 expression (1.5–2.5 times in percentage of
ositive cells and 1.5–2 times in mean fluorescence intensity) and,
oncomitantly, an important down-regulation of Bax expression
2–2.5 times in percentage of positive cells and 1.5–2 times inmean
uorescence intensity) (Fig. 5). Therefore, the treatment of thymic
Cswith rhCXCL12 induced a drastic increase in the Bcl-2/Bax ratio
untreated DCs: 0.8; SDF-treated DCs: 3.5), which correlated with
he higher survival of thymic DCs in SDF-treated cultures. On the
ontrary, the expression of the anti-apoptotic Bcl-XL protein and
he pro-apoptotic Bim protein was not significantly affected by the
resence of rhCXCL12 (Fig. 5).
.3. CXCL12 effects on thymic DC allostimulatory capacity
To evaluate the capacity of CXCL12 to affect DC functionality,
hymic DCs were pre-treated overnight with rhCXCL12 and equiv-
lent numbers of viable CXCL12-treated or untreated thymic DCs
ere used in aMLR. Exogenous rhCXCL12was not added during the
hole culture period to avoid the effects on responding T cells. The
LR assays revealed that CXCL12-treated DCs were able to induce
higher T cell proliferative response (Fig. 6A). The ability of con-
rol and CXCL12-treated DCs to form tight conjugates with T cells
as also examined, and we showed that the proportion of con-
ugated DCs was higher at 48h (C: 6.2±1.3; CXCL12: 13.1±1.1),
ut not at 24h (C: 19±2.9; CXCL12: 23±5.6) after CXCL12 pre-
reatment. The analysis of the surface expression of HLA-DR, CD40,
D80, CD86 and CD54 molecules showed that there were no signif-
cant differences when untreated and CXCL12-treated thymic DCs
ere compared (Fig. 6B). No changes were detected in the produc-
ion of pro-inflammatory cytokines, such as IL-12 (data not shown).
hen, these results indicate that the higher capacity of CXCL12-
reated DCs to stimulate T cell proliferation would be attributed to
he survival-promoting effect of CXCL12.
. Discussionrom the subcapsular and medullary thymic epithelial cells, thymic
Cs are also able to produceCXCL12. In addition, thymicDCsmostly
xpress its receptor CXCR4, indicating that CXCL12/CXCR4 axismay
nfluence DC functionality. In agreementwith our findings, Schmitt
sion of Bcl-2, Bcl-XL, Bax and Bim proteins was determined by flow cytometry in
ercentages of positive cells and the mean fluorescence intensities are indicated in
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Fig. 6. T-cell stimulatory function of SDF-treated thymic dendritic cells. (A) Thymic DCs were cultured overnight in the presence or absence of rhCXCL12 and used at different
numbers as stimulators for resting allogeneic T cells. After 3 days, the cultures were pulsed with BrdU for 12h. A specific kit was used to measure BrdU incorporation into
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fewly synthesized DNA. Results are the means (±S.D.) of the pooled data from thre
D80, CD86 and CD54 was analyzed by flow cytometry in untreated and SDF-tre
uorescence intensities) are indicated in the histograms.
t al. [43] have recently reported that CXCR4-tropic viruses effi-
iently replicated in thymic DCs. Likewise, CXCR4 expression have
een described in several types of peripheral DCs [19,44–47] and
ablos et al. [48] have demonstrated that skin and lymph node
Cs produce CXCL12. Nevertheless, the fact that not all thymic DCs
roduce CXCL12 or express CXCR4 suggest that thymic DC subpop-
lationsmay exhibit a selective usage of chemokine receptors and a
ifferential migration behaviour, correlated to their different func-
ions, as has been reported for myeloid and plasmacytoid dendritic
ells from human peripheral blood [49–51].
In the human thymus, CXCL12 seems to exert pleiotropic effects
egulating critical processes in thymocyte development such as
he survival and the IL-7-mediated expansion and subsequent
ifferentiation of CD34+ precursor cells [15], the elimination of
poptotic thymocytes [19], the movement of some populations
f immature CD4+CD8+ thymocytes in the cortex [21], and the
migration of mature thymocytes from the thymus as a result
f a fugetactic migratory response to CXCL12 [22]. Our current
ata show a new function for CXCL12 controlling the survival of
uman thymic DCs, since the addition of rhCXCL12 notably pro-
ects them from serum depletion-induced apoptosis, whereas the
lockade of CXCL12/CXCR4 signaling reduces DC viability. CXCL12
as also been reported to function as a survival factor for different
ell types, including T cells [52,53], neurons [54,55], osteoclasts
56], hematopoietic progenitor cells [8,15,57,58], embryonic stem
ells [59] and tumour cells [6,60,61]. We also investigated the
ffects of CXCL12 on the expression of those Bcl-2 family pro-
eins reported to regulate DC survival [36,40–42]. Our results
ndicate that the survival-promoting effects of CXCL12 involves an
ncrease in theBcl-2/Bax ratio due to both theup-regulation of anti-
poptotic Bcl-2 protein and the down-regulation of pro-apoptotic
ax protein. In accordance with these results, the modulation of
he CXCL12/CXCR4 signaling has been demonstrated to be able
o induce changes in the Bcl-2/Bax ratio in human T cell lines,
ntrathymic CD34+ cells and granulosa cells [15,62,63]. In contrast,
he expression of Bcl-XL and Bim proteins in human thymic DCs
oes not appear to be altered by the treatmentwith CXCL12.Wright
t al. [56] described, however, an up-regulation of Bcl-XL and a
own-regulation of Bim after the addition of CXCL12 to cultures of
uman osteoclasts, a cell type that has been described to express
Reriments, each with three cultures per point. (B) The expression of HLA-DR, CD40,
hymic DCs used for the MLR assays. The percentages of positive cells (and mean
ittle or no Bcl-2, and whose Bax levels are not affected by CXCL12
56].
The factors that control the survival, and consequently the
ongevity of thymic DCs remain poorly analyzed, and to our knowl-
dge only Vasilijic et al. [64] have shown that GM-CSF, presumably
roduced by thymic epithelial cells [65], could function as an anti-
poptotic factor for DCs in rat thymus. We extent this finding and
emonstrate that CXCL12 regulates human thymic DC viability by
n autocrine/paracrine mechanism, and could therefore function
s a survival factor during the lifespan of thymic DCs. The increase
n DC viability involves an enhancement of their functionality, as
emonstrated by others [39,42] and also by our results with MLR
nd DC/T cell conjugation assays. Then, in the future, it would be
nteresting to investigate whether CXCL12 may also enhance the
urvival of peripheral DCs, what could increase their efficacy when
sed as vaccines.
Besides thesephysiological functions, the secretionofCXCL12by
hymic DCs could also play a role in pathological situations, such
s HIV infection. In these circumstances, CXCL12 production would
epresent an antiviral mechanism that could increase the survival
f thymic DCs, which are directly infected due to the expression of
D4 and CXCR4 and die after infection [43], and/or could delay the
ropagation of X4 HIV strains by inducing the down-regulation of
XCR4 in neighboring thymocytes [48].
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Abstract: The Hedgehog (Hh) family of signaling
molecules functions in the development of numer-
ous tissues during embryogenesis and has also been
involved in adult self-renewing tissues. Recent re-
sults have demonstrated that the different compo-
nents of the Hh signaling pathway are expressed in
the human thymus. In this study, we investigate
whether thymic dendritic cells (DCs) are cell tar-
gets for Hh signaling. Both components of the Hh
receptor, Patched and Smoothened, as well as
other Hh-binding proteins with modulating func-
tions, are expressed by human thymic DCs. The
expression of Gli1, Gli2, and Gli3 transcription
factors suggests that the Hh signaling pathway is
active in thymic DCs, and approximately one-half
of thymic DCs produces Sonic Hh (Shh). The cul-
ture of thymic DCs with Shh protects them from
apoptosis [similarly to CD40 ligand (CD40L)], and
these antiapoptotic effects are related to an up-
regulation of Bcl-2 and Bcl-XL protein expression.
The addition of the Hh pathway inhibitor, cyclo-
pamine, decreases DC viability and impairs their
allostimulatory function in vitro. In addition, the
blockade of the Hh signaling pathway by cyclopam-
ine treatment abrogates the up-regulation of HLA-
DR, CD86, CD80, and CD83 expression induced
by CD40L on thymic DCs. Finally, we also show
that after activation with CD40L thymic DCs down-
regulate the expression of Hh receptor compo-
nents as well as Shh production. Taken together,
these results suggest that the survival and function
of thymic DCs are regulated by an autocrine Hh
signaling. J. Leukoc. Biol. 83: 1476–1483; 2008.
Key Words: thymus  cyclopamine  Patched  Smoothened
INTRODUCTION
The Hedgehog (Hh) signaling pathway plays critical roles in
vertebrate and invertebrate embryogenesis, determining cell
fate and patterning during the development of many organs, as
well as regulating survival and proliferation of a number of
different cell types [1, 2]. The importance of this pathway is
emphasized by the fact that mutations leading to an aberrant
Hh pathway can result in severe developmental defects and
cancers in humans [3–6]. In mammals, three proteins have
been described to compose the Hh family: Sonic (Shh), Indian
(Ihh), and Desert Hh (Dhh), and Shh is the best studied [1, 7].
Hh proteins undergo extensive post-translational modifications
before being secreted, and Hh signaling is initiated by binding
of Hh proteins to the 12-span transmembrane receptor Patched
(Ptc), which in the absence of ligand, represses signaling by
inhibiting the seven-transmembrane protein Smoothened
(Smo). Upon ligand binding, the repressive activity of Ptc is
abrogated, allowing Smo to transduce the signal toward the
nucleus by a complex mechanism [7–9]. At the end of the Hh
signaling pathway are the members of the Gli family of tran-
scription factors, Gli1, Gli2, and Gli3. The specific functions of
the Gli proteins are still poorly understood, although all of the
activities demonstrated for Gli1 are positive, whereas Gli2 and
Gli3 mainly function as positive and negative transcriptional
regulators, respectively [10–12].
The different components of the Hh signaling pathway have
been described to be expressed in the thymus [13–15] and to
play an important role regulating the proliferation and differ-
entiation of thymocyte precursors [13, 14, 16–19]. In humans,
the three mammalian Hh proteins are produced by thymic
epithelial cells. Shh-producing epithelial cells are restricted to
the thymic subcapsula and medulla, and Ihh- and Dhh-ex-
pressing epithelial cells appear distributed throughout the
thymic parenchyma. The requisite Hh receptors, Ptc and Smo,
are expressed mainly by immature thymocytes and also by
thymic epithelial cells located in the cortex and medulla. The
Gli transcription factors are differentially expressed by the
different thymic cell subpopulations [15]. The culture of
CD34 T cell precursors in the presence of recombinant Shh
protein induces their survival. It also inhibits their IL-7-
mediated proliferation and differentiation by down-regulating
CD127/IL-7R expression and inhibiting IL-7-dependent
STAT5 phosphorylation, indicating that Shh contributes to
maintain the intrathymic progenitor cell population [17]. How-
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ever, nothing has been described about the expression of the
Hh signaling pathway components on human thymic dendritic
cells (DCs) or about a possible role for Hh signaling in thymic
DC function. Thymic DCs are specialized APCs, mainly local-
ized in the medulla and corticomedullary junction, which are
able to present self-antigens to developing thymocytes and play
a pivotal role in thymocyte-negative selection and central
tolerance induction [20–22]. We report in this study that
thymic DCs express all the molecular machinery required to
respond to Hh proteins. In addition, we show that thymic DCs
produce Shh, which functions autocrinally to regulate their
survival and functionality.
MATERIALS AND METHODS
Isolation of human thymic DCs
Human thymus samples from patients, aged 1 month to 5 years, undergoing
corrective cardiac surgery, were obtained and used according to the guidelines
of the Medical Ethics Commission of La Zarzuela and Madrid-Monte Prı´ncipe
Hospitals (Madrid, Spain). Informed consent was provided according to the
Declaration of Helsinki. Thymuses were dissected free of surrounding connec-
tive tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until com-
pletely disaggregated. Thymic cell suspensions were first depleted of CD2
thymocytes by using the SRBC rosseting technique, and the recovered cells
were then depleted of T, B, myeloid, and NK cells and thymic progenitors by
treatment with anti-CD3, anti-CD7, anti-CD19, anti-CD14, anti-CD34, and
anti-CD56 (all from BD Biosciences, San Jose, CA, USA) bound to sheep
anti-mouse, Ig-coated magnetic beads (Dynal, Oslo, Norway), as described
previously [23]. The purity of the recovered DCs was greater than 95%, and the
cell surface phenotype of the resulting DC population is shown in Figure 1A.
RT-PCR analysis
RNA isolation was performed using a Strataprep Total RNA Miniprep kit
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA), including a DNase I diges-
tion step, as recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contami-
nation. Total cDNA was synthesized with Superscript II RT polymerase (In-
vitrogen, Grand Island, NY, USA), according to the instructions of the com-
mercial supplier, and then used as a target in the PCR amplifications, which
were performed using specific primer sets described previously [15, 24]. All
PCR reactions were performed on a Mastercycler gradient machine (Eppen-
dorf, Hamburg, Germany) using AmpliTaqGold DNA polymerase (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) under the following conditions: 3 min at
94°C, 40 cycles of 45 s at 94°C, 45 s of each particular T annealing, and 45 s
at 72°C, followed by 10 min at 72°C. PCR products were resolved on a 2%
agarose gel, and the measured sizes were as expected.
Culture of isolated thymic DCs
Purified thymic DCs (1105) were cultured in 96-well flat-bottom culture
plates in 0.2 ml AIM V serum-free medium (Invitrogen) in the absence or
presence of cyclopamine (5 M), a cell-permeable inhibitor of the Hh signal-
ing pathway (generously gifted by Dr. William Gaffield, Western Regional
Research Center, Albany, CA, USA); tomatidine (5 M), a steroidal alkaloid
that structurally resembles cyclopamine but lacks the capacity to inhibit Hh
signaling (Calbiochem, Nottingham, UK); recombinant human CD40 ligand
(CD40L; 10 g/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); and modified
recombinant human Shh (kindly provided by Curis, Cambridge, MA, USA;
endotoxin level: 1 EU/mg Shh protein). This Shh protein was octylated for
high activity. In vitro modification of N-Shh (aa 25–199), with a lipofilic group
on the N-terminal cysteine, significantly increases the specific activity (30-
fold) of Escherichia coli-derived N-Shh as measured by activation of Hh signal
transduction in cultured cells. Octyl N-Shh is a hydrophobically modified
version of the Shh signaling protein generated by coupling N-octyl-malemide
to the N-terminal cysteine of bacterially derived N-Shh. This modification
represents a simple and efficient way to generate high, specific-activity Shh
protein from bacterially expressed Shh [25]. After different periods of culture
at 37°C in a 5% CO2–in-air incubator, cells were harvested, counted, and
processed for viability analysis and flow cytometry stainings.
MLR assays
Thymic DCs were used at different numbers (10 cells to 15103 cells) as
stimulators for resting allogeneic T cells (2105) isolated from peripheral
blood. The cultures were performed in 96-well flat-bottom culture plates, using
0.2 ml AIM V supplemented with 2% human serum. After 3 days at 37°C in
a 5% CO2–in-air incubator, the cultures were pulsed for 12 h with 10 M
BrdU. A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain), BrdU Label-
ing and Detection Kit III, was used to measure BrdU incorporation into newly
synthesized DNA. Briefly, the labeling medium was removed, and cells were
dried (2 h at 60°C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for 30 min at –20°C, treated
with nucleases (30 min at 37°C), and then incubated with peroxidase-conju-
gated Fab fragments of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase
reaction was developed with 2,2-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline sulphonic
acid) substrate, and the sample absorbance was measured using an ELISA
reader (ELX800MB, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) at 405 nm with
a reference wavelength at 492 nm.
Flow cytometry
The following mAb conjugated with FITC, PE, or Cychrome were used for flow
cytometric analysis: CD4 (SK3), CD13 (R3-242), CD33 (WM53), CD40 (5C3),
CD80 (BB1), CD86 (2331), and HLA-DR (G46-6) from BD Biosciences and
CD83 (HB15A) from Coulter-Immunotech (Beckman-Coulter, Marseille,
France). The extracellular domains of Hh receptors were detected with PE-
conjugated anti-Smo (N-19) antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) and anti-Ptc1 antibodies (Abcam, Cambridge, UK) followed by
FITC- or PE-conjugated, multiadsorbed F(ab)2 fragments of donkey anti-
rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West Grove, PA, USA).
Two- and three-color immunofluorescence stainings were performed by incu-
bating the cells in PBS containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in the presence of
saturating amounts of fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min at 4°C.
For the intracellular stainings and according to the manufacturer’s instruc-
tions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for
20 min at 4°C, washed with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained
with PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (BD Biosciences), anti-human
Bcl-XL and anti-human Bim mAb (both from Chemicon, Temecula, CA, USA),
and anti-Shh C-terminal peptide antibody (R&D Systems), followed by FITC-
or PE-conjugated, multiadsorbed F(ab)2 fragments of donkey anti-mouse,
anti-rat, or anti-goat IgG, respectively—all of them diluted in Perm/Wash
buffer. Cell viability was estimated by propidium iodide staining. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and a
three-laser BD LSR flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de
Microscopı´a y Citometrı´a, Complutense University (Madrid, Spain).
RESULTS
Expression of Hh signaling pathway components
in human thymic DCs
To determine whether DCs are targets for Hh proteins in the
human thymus, the cell surface expression of the Hh receptor
components was analyzed by flow cytometry. As shown in
Figure 1B, 40–60% of thymic DCs were positive for Ptc, the
Hh-binding subunit, and 20–45% expressed Smo, the signal-
ing component of the Hh receptor. Moreover, the majority of
Smo-expressing DCs coexpressed Ptc in the plasma membrane
(Fig. 1B).
The expression of Hh receptors was confirmed by RT-PCR,
as Ptc- and Smo-encoding RNAs were detected in purified
thymic DCs (Fig. 1C). Likewise, the thymic DC population
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expressed RNAs for Ptc2, a homologue of the Ptc receptor [26],
and other Hh-binding proteins with modulating functions [27,
28], such as Hip and Gas1 (Fig. 1C). We also found that thymic
DCs expressed specific RNAs for Gli1, Gli2, and Gli3 tran-
scription factors (Fig. 1C), suggesting that the Hh signaling
pathway is active in DCs from human thymus.
As Ptc2 expression seems to be associated with Hh-produc-
ing cells [29], we assessed the expression of RNAs encoding
the mammalian Hh proteins and showed that Shh RNA tran-
scripts were expressed in the thymus DC population (Fig. 1C).
The intracytoplasmic expression of Shh protein was analyzed
further by flow cytometry, demonstrating that the proportion of
Shh-producing DCs was 50–60% (Fig. 1D). We could find no
correlation between Smo expression and Shh production in
thymic DCs, as a similar percentage of Shh-producing and
nonproducing DCs expressed the Smo receptor (Fig. 1D).
Shh is a thymic DC survival factor
The relevance of Hh signaling in thymic DCs was assessed
further by culturing DCs in serum-free medium supplemented
with Shh and evaluating the cell viability. After 24 h, DCs
treated with different doses of Shh were always protected from
spontaneous cell death compared with untreated cells (Fig.
2A). The viability of control thymic DCs progressively de-
creased in culture, and by Day 3, a high proportion of DCs was
dead. In contrast, the presence of Shh significantly prevented
Fig. 1. Human thymic DCs express Hh signaling pathway
components. (A) Representative flow cytometry profile of thy-
mic DCs isolated as described in Materials and Methods.
Dashed histograms indicate background fluorescence. Dot-
plots show forward (FSC)/side-scatter (SSC) profiles of the total
thymocyte population and purified thymic DC population. (B)
Surface expression of Hh receptors on thymic DCs. The open
histograms represent the expression of Ptc and Smo on thymic
DCs, and solid histograms indicate background staining. The
percentages of positive cells are shown in each histogram. Dot-plot shows the correlated expression of Ptc and Smo on isolated thymic DCs.
(C) RT-PCR analysis of the expression of different components of the Hh signaling pathway on total thymus and isolated thymic DCs. Band
sizes are indicated. H2O served as negative control. Gas1, Growth arrest-specific gene 1; Hip, Hh-interacting protein. (D) Open histograms
show the cytoplasmic expression of the Shh protein on thymic DCs, as well as the surface expression of the Smo receptor of Shh-producing
and nonproducing thymic DCs. The percentages of positive cells are indicated in each histogram. Data are representative of five to nine
independent experiments.
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DC apoptosis during the whole culture period, being the high-
est effect detected on Day 3 (Fig. 2B). These antiapoptotic
effects were comparable with those induced by CD40 ligation
(Fig. 2B).
As thymic DCs produce Hh proteins and express Hh recep-
tors, DCs were also treated with cyclopamine, a steroidal
alkaloid that binds directly to Smo and induces a conforma-
tional shift leading to Smo inactivation and Hh signaling path-
way inhibition [30]. The presence of cyclopamine decreased
the proportion of viable DCs, and only 10% of viable cells
could be recovered after 3 days of culture. In comparison, the
proportion of cell survival in control and Shh-treated cultures
was two and six times higher, respectively (Fig. 2B).
It has been previously shown that Bcl-2 and Bcl-XL expres-
sion is up-regulated in DCs after CD40 triggering, and this
correlates to an increased cell survival [31–33]. To determine
whether Shh-dependent stimulation of DC survival was also
accompanied by an increased expression of Bcl-2 and Bcl-XL,
we analyzed by flow cytometry the expression of antiapoptotic
proteins as well as the expression of the proapoptotic Bcl-2
family member Bim, also described to be involved in the
regulation of DC survival [32]. We found that Shh treatment led
to an up-regulation of Bcl-2 and Bcl-XL protein expression
(Fig. 2C). No change was seen in Bim expression (Fig. 2C).
These results suggest that Shh, in addition to CD40L, influ-
ences thymic DC survival by regulating the expression levels of
antiapoptotic Bcl-2 family members.
Inhibition of Hh signaling impairs thymic DC
allostimulatory capacity
To evaluate the role of Hh proteins on DC functionality, we
analyzed the effects of blocking endogenous Shh signaling in
the allostimulatory capacity of DCs. Thymic DCs were pre-
treated overnight with cyclopamine or the control steroidal
alkaloid tomatidine, and equivalent numbers of viable cyclo-
pamine- and tomatidine-treated or untreated DCs were used in
a MLR. The MLR assays revealed a strong suppression of
allogeneic stimulatory function of cyclopamine-treated DCs.
As shown in Figure 3, when 7.5  103 cyclopamine-treated
DCs were added, proliferation was similar to that observed
when only 1.8  103 tomatidine-treated or untreated control
DCs were used as stimulatory cells.
Fig. 2. Shh enhances the survival of thymic DCs (A), which were cultured in serum-free
medium alone or supplemented with different doses of Shh (number of input cells, 105). After
24 h, cells were recovered, counted, and stained with propidium iodide. Viable cells were
defined as propidium iodide-negative. Data represent the mean (SD) of three independent
experiments, including three cultures per point (*, P0.05, by t-test). Ctrl, Control. (B) Thymic
DCs were cultured for several days in the absence or presence of Shh (100 ng/ml), cyclopamine
(Cyclop; 5 M), and CD40L (10 g/ml). Cell viability was assessed daily by propidium iodide
staining. Data represent the mean (SD) of three to four independent experiments. (C) The
expression of Bcl-2, Bcl-XL, and Bim proteins was determined by flow cytometry in untreated
and Shh-treated thymic DCs. Dashed lines represent background staining. The percentages of
positive cells are indicated in each histogram.
Fig. 3. T cell stimulatory function of cyclopamine-treated thymic DCs is
strongly decreased. Thymic DCs were cultured overnight in the absence or
presence of cyclopamine or the control steroidal alkaloid tomatidine and used
at different numbers as stimulators for resting allogenic T cells. After 3 days,
the cultures were pulsed for 12 h with BrdU. A specific kit was used to measure
BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Full details are given in
Materials and Methods. Results are the means (SD) of the pooled data from
five to seven experiments, each with three cultures per point.
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Hh signaling blockade inhibits DC activation
induced by CD40 ligation
Previous reports have pointed out that resting and activated
peripheral T cells produce Shh [34, 35]. To avoid the possible
effects of T cell-derived Shh on DC function when using MLR
assays, we analyzed the effects of cyclopamine pretreatment on
CD40-dependent DC activation. As expected, the addition of
CD40L to control DC cultures induced a strong up-regulation
of the expression levels of HLA-DR and the costimulatory
molecules CD86 and CD80. In addition, all DCs acquired
CD83 expression (Fig. 4A). Interestingly, the blockade of the
Hh signaling pathway by cyclopamine pretreatment abrogated
the up-regulation of HLA-DR, CD86, CD80, as well as CD83
expression induced by CD40L on thymic DCs (Fig. 4A). Like-
wise, cyclopamine also inhibited the survival-promoting effect
of CD40L on thymic DCs (Fig. 4B). Therefore, these results
suggest that thymic DC activation and survival are dependent
on Shh signaling.
Activated DCs down-regulate Hh receptor
expression and Shh production
Finally, we analyzed whether the expression of the Hh receptor
changes upon DC activation. Our data showed that stimulation
by CD40L notably down-regulated the expression levels of the
Hh receptor components (Fig. 5). The proportion of Ptc-
expressing DCs was also reduced after activation (Fig. 5).
Likewise, when the cytoplasmic expression of Shh was as-
sessed, we found that the proportion of Shh-producing thymic
DCs decreased after CD40 ligation (Fig. 5), suggesting that Shh
production is down-regulated in activated DCs.
DISCUSSION
The data presented in this paper further extend our investiga-
tion about the role of Hh proteins in the human thymus.
Previously, we reported that the components of the Hh signal-
ing pathway exhibit a complex intrathymic expression pattern
involving thymic epithelial cells and thymocytes located in the
different thymic compartments [15]. Likewise, we showed that
Hh proteins function in the maintenance of intrathymic CD34
precursor cell populations [17]. Here, we provide evidence that
the activity of other key components of the thymus gland, the
thymic DCs, is also regulated by the Hh signaling pathway.
Thymic DCs express the two components of the Hh receptor,
Ptc and Smo, as well as the three members of the Gli protein
family. These transcription factors exhibit distinct, although
overlapping, functions, and whereas Gli1 is exclusively a Hh-
Fig. 4. Blockade of Hh signaling inhibits DC survival and activation induced
by CD40 ligation. (A) Thymic DCs were cultured overnight in the absence or
presence of cyclopamine, washed, and cultured for 48 h more in the absence or
presence of CD40L. The expression of HLA-DR, CD40, CD80, CD86, and
CD83 was then analyzed by flow cytometry. The mean fluorescence intensities
or the percentages of positive cells are indicated in the histograms. (B) Thymic
DCs were cultured for several days in the absence or presence of CD40L and
cyclopamine plus CD40L. Cell viability was assessed daily by propidium iodide staining. Data represent the mean (SD) of two to three independent
experiments.
Fig. 5. Down-regulation of the Hh signal-
ing pathway in activated thymic DCs, which
were cultured for 24 h in the absence or
presence of CD40L, and then the surface
expression of Ptc and Smo receptors and the
intracellular expression of Shh were deter-
mined by flow cytometry. The percentages
of positive cells and their mean fluores-
cence intensities are indicated in the histo-
grams.
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dependent activator of Hh targets, Gli2 and Gli3 may function
as positive or negative regulators of transcription, although
Gli2 acts primarily as a transcriptional activator, and Gli3
functions mainly as a repressor [10, 11]. In addition, thymic
DCs express Ptc2, which seems to have functions related but
also distinct from its homologue Ptc [36, 37]. These findings
suggest the occurrence of complex Hh signaling responses in
thymic DCs.
The expression of the Hh-binding proteins Hip and Gas1 by
thymic DCs indicates that they have the ability to modulate
their own Hh responses, as well as those that take place in
neighboring Hh-responsive thymic cells. Hip is a membrane
protein, positively regulated by Hh signaling, which competes
with Ptc for binding the Hh ligands. Hip does not regulate Smo
activity but exclusively sequesters the ligand, consequently
attenuating the Hh signaling and forming a negative-feedback
loop with Hh ligands [28, 38]. Gas1 is a glycosylphosphatidy-
linositol-linked membrane glycoprotein, which controls Hh
ligand availability by binding to the ligand, and acts as a Hh
pathway antagonist [27]. The existence of a significant propor-
tion of thymic DCs, which express Ptc but not Smo at the
plasma membrane, suggests that Ptc alone could also partici-
pate in the modulation of Hh responses, as apart from repress-
ing Smo signaling, it can function sequestering and internal-
izing Hh proteins, which limits their availability and creates a
barrier to their further movement [39, 40]. The possibility that
this Hh internalization is linked to signal transduction has also
been proposed [40].
Thymic DCs also synthesize and secrete Shh and constitute
together with medullary and subcapsular epithelial cells the
main source of Shh in the thymus [15]. Until now, it is unclear
whether Shh establishes a functional gradient in the human
thymus, as described in other tissues [1, 41]. Nevertheless, it is
likely that the differential Shh production and the different
modulatory Hh-binding proteins, expressed by thymic DCs and
epithelial cells [15], contribute to the appearance of distinct
thymic microenvironments, where various Shh concentrations
can differentially affect, quantitative and qualitatively, distinct
Hh-sensitive thymic cell populations.
We also demonstrate that Shh produced by thymic DCs is
used autocrinally to increase their survival. Although many
authors have described that different factors, including TNF-
related activation-induced cytokine (TRANCE), IL-12, IL-15,
GM-CSF, TLR ligands, and CD40 ligation, influence the via-
bility of peripheral DCs [31–33, 42, 43], to our knowledge, only
one report has previously investigated this issue with thymic
DCs. Vasilijic et al. [44] described that the addition of GM-
CSF to rat thymic DC cultures inhibited their apoptosis and in
correlation, up-regulated bcl-2 expression. Our results demon-
strate that Shh also promotes thymic DC survival, inducing the
up-regulation of the antiapoptotic bcl-2 and bcl-XL proteins.
The survival-promoting effects of Shh have been reported in
other different cell types [17, 34, 45–47], and interestingly,
bcl-2 has been described recently as a Hh target gene, whose
transcription is regulated by Gli1 and mainly Gli2 [48, 49].
Although as pointed out above, the regulation of thymic DC
survival has been poorly investigated, several authors, using
different experimental approaches [50–52], have studied the
lifespan of DCs in the thymus gland. All of these reports agree
to conclude that thymic DCs exhibit a rapid turnover of 2–3
weeks, and we here propose that during that time period, Shh
could be a main factor involved in promoting thymic DC
survival in an autocrine manner.
Thymic DCs play an important role presenting self-antigens
and inducing apoptotic death of potentially autoreactive devel-
oping T cells [21, 22]. This process requires DC–thymocyte
contacts, clearly mediated by CD40–CD40L interactions [53,
54], which induce the survival and activation of DCs [55–57].
An important finding of this work is that an autocrine Shh
signaling is required for the CD40-induced survival and acti-
vation of thymic DCs, as shown by the fact that the Hh
signaling inhibitor cyclopamine abrogates the increase in thy-
mic DC viability and the up-regulation of HLA-DR, CD80,
CD86, and CD83 cell markers induced by CD40 ligation. Also
in support, the allostimulatory capacity of thymic DCs is no-
tably impaired after blocking Hh signaling with cyclopamine.
In contrast, Rowbotham et al. [58] have reported that the
intrathymic negative selection of a transgenic TCR was in-
creased in fetal and neonatal Shh	/	 mice. The apparent
discrepancy between these results could reflect a differential
involvement of Shh signaling in the first processes of deletion
of autoreactive thymocytes occurring in the perinatal period,
and those taking place in the steady-state adult thymus. Al-
ternatively, species-specific differences in Shh requirement
during intrathymic-negative selection could also explain the
different results.
The survival of activated thymic DCs and therefore, their
functionality must be finely controlled. As described with
peripheral DCs, their limited lifespan would be controlled
through the maintenance, activation, or silencing of several
survival signals [32, 59–61]. Our results also show that acti-
vated thymic DCs exhibit a decreased autocrine Shh produc-
tion as well as a reduced expression of Hh receptors. This
down-regulation of Hh signaling would drive to a decrease in
thymic DC longevity and would constitute an important mech-
anism for controlling the turnover and functionality of thymic
DCs.
In the future, it would be interesting to examine whether the
Hh signaling pathway also regulates the lifespan of peripheral
DCs and therefore, whether Hh proteins could be used to
control the efficacy of DCs used as vaccines.
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